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Rôles de l’intégrine α2β1 dans la survie des cellules entérocytaires humaines 
Par 
Ariane Boutin 
Département d’anatomie et de biologie cellulaire 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
 Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Les intégrines sont les principaux récepteurs d'adhésion des cellules à la matrice 
extracellulaire. La perturbation de cette adhésion induit l’anoïkose (mort par détachement). 
Les intégrines suppriment donc l’anoïkose en adhérant à la matrice extracellulaire. Dans 
l'intestin, l'intégrine α2β1 est exprimée dans les cryptes (cellules indifférenciées). Nous 
avons démontré précédemment que le fait de bloquer l’intégrine α2β1 à l’aide d’anticorps 
bloquants dirigés contre celle-ci induisait la mort cellulaire chez les entérocytes 
indifférenciés et différenciés. Cependant, il n’avait pas été déterminé par quelles voies de 
signalisation cette intégrine transmettait ses signaux de survie ou quelle était son 
implication dans la survie des cellules carcinomateuses de côlon. L’hypothèse de la 
présente étude est donc que l’intégrine α2β1 contribue à la suppression de l’anoïkose 
entérocytaire humaine. Le premier objectif pour y répondre était de confirmer le rôle de 
l’intégrine α2β1 dans la suppression de l’anoïkose chez les cellules absorbantes 
indifférenciées. Ainsi, nous avons vérifié l’impact de l’invalidation d’α2 sur la survie 
cellulaire, puis nous avons analysé la signalisation affectée dans ces conditions, soient les 
voies majeures de la survie cellulaire, les voies PI3K/Akt et MAPK/ERK. Le second 
objectif était d’analyser le rôle de l’intégrine α2β1 dans la résistance à l’anoïkose exhibée 
par les cellules carcinomateuses de côlon humain, puisque cette caractéristique contribue à 
leur capacité à former des métastases. Dans ce cas-ci, nous avons vérifié l’impact de son 
atténuation sur la résistance à l’anoïkose et évalué son rôle dans la survie de deux modèles 
cellulaires exhibant une résistance à cette mort cellulaire par leur activation des mêmes 
voies que chez les entérocytes indifférenciés. Nos résultats indiquent que chez les cellules 
entérocytaires indifférenciées, la contribution d’α2β1 à la suppression de l’anoïkose 
pourrait dépendre de son niveau d’expression et de la compensation par d’autres intégrines 
telle qu’α5β1. De plus, elle communiquerait ces signaux de survie en stimulant l’activation 
de la voie MAPK/ERK. Par contre, chez les cellules carcinomateuses de côlon, α2β1 ne 
semble pas jouer de rôle majeur dans la suppression de l’anoïkose entérocytaire humaine et 
son rôle dans la signalisation de survie demeure incertain. 




 INTRODUCTION I - 
 




Les intégrines sont des récepteurs composés de deux sous-unités, une α et une β, 
formant un hétérodimère. Elles sont couplées ensemble dans le réticulum endoplasmique et 
demeurent liées ainsi par des interactions non-covalentes (Bouvard V et al., 2013).  Il existe 
24 combinaisons différentes possibles à partir de 18 sous-unités α et 8 sous-unités β 
(Tableau 1). Elles sont retrouvées dans presque tous les types cellulaires mais selon des 
combinaisons αβ différentes; par exemple, l’intégrine αIIbβ3 est retrouvée chez les 
plaquettes et sert principalement à l’hémostasie aux plaies mais elle n’est pas retrouvée 
chez les cellules épithéliales (Adair BD et Yeager M, 2007; Shattil SJ et al., 1998). En 
effet, chez ce type de cellules, on retrouve plutôt les douze intégrines qui comprennent la 
sous-unité β1 en plus de l’intégrine α6β4 (Haapasalmi K et al., 1995). On les appelle 
généralement les intégrines cellulaires, qui seront dorénavant appelées intégrines pour 
simplifier le texte puisque la présente étude a exclusivement porté sur les membres de cette 
famille. Celles-ci ont comme ligand des composantes de la matrice extracellulaire (MEC) – 
certaines intégrines peuvent également participer aux adhésions cellule-cellule mais elles ne 
concernent pas la présente étude (Humphries JD et al., 2000). En somme, l’expression des 
sous-unités est spécifique aux tissus. Chez les cellules endothéliales, les intégrines αvβ1 et 
α5β1 sont fortement exprimées lorsque les cellules sont quiescentes, alors que l’intégrine 
αvβ3 est fortement exprimée durant le processus d’angiogenèse (Short SM et al., 1998; 
Brooks et al., 1994). Dans l’épithélium de l’intestin grêle in vivo, les cellules ont un patron 
d’expression des intégrines dépendant de leur état de différenciation; par exemple, la sous-
unité α2 des intégrines est exprimée chez les cellules indifférenciées de la crypte, alors que 
la sous-unité α3 est exprimée chez les cellules différenciées des villosités. Cependant, les 
2 
 
sous-unités α1, α5, α6 sont exprimées autant chez les cellules de cryptes que les cellules des 
villosités (Beaulieu JF, 1992). 
 
Tableau 1 : Exemples d’hétérodimères d’intégrines cellulaires et leurs ligands principaux 
Hétérodimère d’intégrine Ligands principaux Références 
α1β1 Collagène de type IV et I, 
Laminine 1 
Gardner H, 2014 
Eble JA et al., 1993 
Tawil NJ et al., 1990 
α2β1 Collagène de type I et IV, 
Laminines 1 et 5 
Madamanchi A et al., 
2014 
Kem A et al., 1993 
Tulla M et al., 2008 
α3β1 Laminines 10, 11 et 5 Nishiuchi R et al., 2003 
α5β1 Fibronectine Takagi J et al., 2003 
α6β4 Laminine 5 Geuijen CAW et 
Sonnenberg A, 2002 
 
 
Une des fonctions primaires des intégrines cellulaires est l’adhérence à la MEC. 
Celle-ci est composée d’une variété de molécules, telles que du collagène, de la 
fibronectine, du nidogène, des laminines, etc. (Theocharis AD et al., 2016). En fait, la 
plupart de ces molécules sont les ligands des intégrines. En effet, on retrouve les intégrines 
à la membrane plasmique où elles peuvent lier leurs ligands dans la MEC et y ancrer les 
cellules. Par exemple, il existe des intégrines qui lient préférentiellement le collagène, telles 
qu’α1β1 ou α2β1, d’autres qui préfèrent la fibronectine, telles qu’α5β1 ou α8β1, ou même 
les laminines, telles qu’α3β1 ou α7β1, et ainsi de suite. De plus, un autre niveau de 
complexité est ajouté lorsqu’on considère que chacune de ces intégrines ont également une 
préférence pour un type de chacun de ces ligands, comme le collagène de type I vs de type 
IV (Danen EHJ, 2013). Aussi, des variations dans la composition de la MEC peuvent 
influencer les processus cellulaires contrôlés par les intégrines (Streuli CH et Kozminski 
KG, 2016). Par exemple, les cellules épithéliales mammaires sont incapables de se 
différencier lorsqu’elles sont cultivées sur une matrice de collagène de type I, alors qu’elles 
y parviennent normalement et peuvent même synthétiser des protéines de lait lorsqu’elles 
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sont cultivées sur du matrigel, une matrice plus complexe qui contient du collagène, de la 
laminine et des protéoglycans (Emerman JT et Pitelka DR, 1977; Lee EY et al., 1984).  
 
Une caractéristique importante de l’adhésion par les intégrines est leur capacité de se 
rassembler ("clustering") au cours de la maturation des points d’adhésion. Au départ, 
lorsque les intégrines sont activées ou à l’avant des cellules en migration, les points 
d’adhésion formés sont faibles et immatures; on les appelle les complexes focaux. Plus les 
intégrines sont activées, plus elles ont d’affinité pour leur ligand. Aussi, plus que des 
intégrines lient un ligand multivalent, plus elles se rassemblent et donc plus les points 
d’adhésion sont forts et matures; ceux-ci s’appellent des points d’adhésion focaux et sont 
retrouvés vers le centre des cellules en migration mais toujours à la membrane basilaire 
(Iwamoto DV et Calderwood DA, 2015; Geiger B et Yamada KM, 2011; Kim M et al., 
2004). De plus, puisque les intégrines forment des liens avec le cytosquelette d’actine, plus 
elles sont nombreuses et plus le cytosquelette est solide (Delon I et Brown NH, 2007). Le 
regroupement d’intégrines leur est très favorable car il permet une adhésion plus solide à la 
MEC mais surtout, il favorise l’augmentation de la concentration de kinases impliquées 
dans la signalisation. Ainsi, puisque tous les effecteurs de la signalisation sont à proximité, 
la réponse aux différents stimuli se fait rapidement et efficacement (Ginsberg MH et al., 
2005). Par conséquent, les intégrines sont bien plus que de simples molécules d’adhésion 
mais bien des plateformes à signalisation (Legate KR et al., 2009). 
 
Par ailleurs, malgré les différentes familles d’intégrines, la structure des sous-unités 
demeure généralement semblable : Chaque sous-unité a son large domaine extracellulaire, 
son unique domaine transmembranaire et un court domaine intracellulaire. Pour la sous-
unité α, le domaine extracellulaire permet la reconnaissance du ligand extracellulaire, alors 
que son domaine intracellulaire peut lier quelques protéines de signalisation (ex : PP2A), 
des désactivateurs (ex : SHARPIN, MDGI et nischarin), des protéines favorisant leur 
endocytose (ex : Rab21), leur recyclage (ex : p120RasGAP) et des protéines aidant à la 
formation des points d’adhésion focaux (ex : taline, kindline, vinculine) (Morse EM et al., 
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2014; Mai A et al., 2011). Cependant, les fonctions associées à la queue cytoplasmique de 
la sous-unité α demeurent obscures et peu étudiées. Pour la sous-unité β, le domaine 
extracellulaire sert à déclencher le changement de conformation de l’intégrine en se 
propulsant sur celui de la sous-unité α pour activer l’intégrine. Son domaine intracellulaire 
permet plutôt le recrutement de diverses molécules pour créer des liens avec le 
cytosquelette d’actine ou pour entraîner l’activation de diverses voies de signalisation 
intracellulaires. Par ailleurs, les intégrines peuvent se faire activer de deux manières (Figure 
1); tout d’abord, la manière classique consiste en la reconnaissance du ligand dans la MEC 
par le domaine extracellulaire de la sous-unité α, forçant la sous-unité β à enclencher le 
changement de conformation et causant l’écart des queues cytoplasmiques des sous-unités. 
Ce changement de conformation favorise la liaison de protéines à la queue cytoplasmique 
de la sous-unité β comme la taline qui crée des liens mécaniques avec l’actine (Ginsberg 
MH, 2014; Margadant C et al., 2011; Campbell ID et Humphries MJ, 2011). De plus, la 
liaison de la taline cause un changement d’affinité dans le domaine d’interaction 
transmembranaire de la sous-unité β avec la sous-unité α qui compléterait le changement de 
conformation et donc l’activation du récepteur. Toutefois, ce sujet demeure controversé car 
la taline ne serait pas toujours nécessaire à l’activation complète du récepteur comme 
mentionné précédemment (Kim C et al., 2012; Serrels B et Frame MC, 2012; Lawson et 
al., 2012; Zhang et al., 2008). La seconde manière d’activer les intégrines est de l’intérieur 
vers l’extérieur des cellules, contrairement à la première manière. En effet, la taline ou une 
kinase comme Fak ("focal adhesion kinase") ou Src viendrait d’abord se lier à la queue 
cytoplasmique de la sous-unité β induisant le changement de conformation du récepteur. 
Par contre, les intégrines cellulaires ont plutôt tendance à se faire activer de l’extérieur vers 
l’intérieur vu l’abondance de ligands dans la matrice extracellulaire (Margadant C et al., 
2011; Morse EM et al., 2014).  La deuxième méthode d’activation est plus souvent associée 
à la signalisation croisée avec d’autres récepteurs, tels que les RTKs ou les cadhérines aux 







Figure 1: Représentation schématique de l’activation des intégrines de l’extérieur vers l’intérieur. (Inspiré de Bouvard 
D et al., 2013) La sous-unité α reconnaît son ligand dans la matrice extracellulaire, ce qui engendre un changement de 
conformation qui permet la liaison de molécules à la queue cytoplasmique de la sous-unité β. Celles-ci peuvent faire des 
liens avec le cytosquelette ou engager diverses voies de signalisation. 
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1.2 Transduction de signal par les intégrines 
 
Les intégrines contribuent au contrôle de nombreux processus cellulaires tels que la 
migration, l’adhésion, la mécano-transduction ou la survie cellulaire en activant des voies 
de signalisation qui les affectent. Par contre, les intégrines elles-mêmes sont dépourvues 
d’activité enzymatique et doivent recruter les kinases Fak et/ou Src pour y parvenir (Mitra 
SK et Schlaepfer DD, 2006). Alors qu’il a longtemps été pensé que les intégrines 
nécessitaient le recrutement de protéines adaptatrices pour ensuite recruter Fak et Src, de 
nouvelles études ont pourtant démontré le contraire: Chez les points d’adhésion immatures, 
des études ont démontré que Fak et Src pouvaient directement lier la queue cytoplasmique 
de la sous-unité β1 et procéder à l’activation des voies de signalisation en aval (Lawson C 
et al., 2012; Serrels B et Frame MC, 2012; Bachir AI et al., 2014). Par contre, chez les 
points d’adhésion matures, le recrutement de protéines adaptatrices ou d’échafaudage telles 
que la taline, la paxiline ou ILK ("integrin-linked kinase") semblent nécessaires au 
recrutement de Fak et Src (Zhang X et al., 2008). Malgré tout, une fois que Fak et/ou Src 
sont recrutées et actives, ces kinases peuvent activer de nombreuses voies de signalisation 
telles que RhoA/ROCK et Rac/PAK pour affecter la migration et/ou l’organisation du 
cytosquelette, ou bien les voies PI3K/Akt ("phosphatidylinositol-3-OH kinase/RAC-alpha 
serine/threonine-protein kinase") ou MAPK/ERK ("mitogen-activated protein 
kinase/extracellular signal-regulated kinase") pour affecter la survie cellulaire (Lawson CD 
et Burridge K, 2014; Stupack DG et Cheresh DA, 2002). Ces dernières voies favorisent 
généralement la suppression de l’anoïkose lorsqu’elles sont activées, mais il en demeure 
que leur effet peut varier en fonction du contexte cellulaire. Toutefois, il a été démontré que 
les deux voies contribuaient à la survie des cellules épithéliales cultivées en absence de 
sérum (Danilkovitch A et al., 2000) 
 
Fak est une tyrosine kinase cytosolique associée aux rassemblements d’intégrines, d’où 
son nom complet : Focal adhesion kinase (kinase des adhésions focales). Lorsqu’elle est 
recrutée à la queue cytoplasmique des intégrines, elle s’autophosphoryle sur sa tyrosine 
397. Cette phosphorylation devient un domaine de liaison qui permet la liaison de Src à 
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Fak, levant l’auto-inhibition de Src (Bolos V et al, 2010). Similairement, Src est aussi une 
tyrosine kinase cytosolique qui est à la base du déclenchement de nombreuses voies de 
signalisation par de nombreux récepteurs dont les intégrines et les RTKs. Lorsque Src 
s’associe à Fak aux intégrines, elle devient active et phosphoryle d’autres résidus sur Fak, 
créant par exemple des sites de liaison pour des domaines SH2 comme on retrouve sur 
Grb2 (associée à la voie MAPK/ERK) ou p85 (associée à la voie PI3K/Akt), pour mener à 
une chaîne d’activation par phosphorylation qui constitue les voies de signalisation 
(Satyajit M et Schlaepfer DD, 2006). À l’inverse, Src (ou les membres de la famille Src ) 
peut également lier la queue cytoplasmique de certaines sous-unités β des intégrines et 
ensuite recruter Fak par un mécanisme semblable (Playford MP et Schaller MD, 2004; 
Arias-Salgado EG et al., 2003). Le recrutement de Fak et Src peut également se faire via 
une protéine adaptatrice comme la Taline ou une protéine d’échafaudage comme ILK. Au 
laboratoire, il a été démontré précédemment que chez les cellules entérocytaires humaines, 
Fak stimule l’activation des voies PI3K/Akt et MAPK/ERK en plus de Src. Par contre, Src 
stimule  aussi l’activation de ces voies chez les cellules entérocytaires indifférenciées mais 
seulement la voie MAPK/ERK chez les cellules différenciées (Bouchard V et al., 2007). 
Ainsi, Fak et Src ne stimulent pas nécessairement toujours toutes les voies comme le 






Figure 2: Représentation schématique de la contribution des voies PI3K/Akt et MAPK/ERK à la survie entérocytaire 
en fonction de l’état de différenciation. (Tirée de Vachon PH, 2011). (A) Chez les entérocytes indifférenciés, la voie 
PI3K/Akt est activée via Src, elle-même recrutée par Fak, pour les maintenir en vie en agissant sur les homologues 
Bcl-2 adéquatement. La voie MAPK/ERK peut contribuer à leur survie mais n’est pas requise vu sa maigre 
implication par rapport aux signaux de survie. (B) Chez les entérocytes différenciés, les deux voies de signalisation 
sont requises à la survie de ceux-ci. La voie PI3K/Akt ne nécessite plus l’implication de Src alors que celle-ci demeure 
nécessaire pour la voie MAPK/ERK. 
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1.2.1 La voie PI3K/Akt 
 
Cette voie de signalisation est associée à une augmentation de la prolifération, de la 
croissance cellulaire et à une diminution de l’apoptose. Elle peut être activée par divers 
récepteurs, tels que les RTKs, les récepteurs aux cytokines, les récepteurs couplés aux 
protéines G et bien sûr, les intégrines (Danielsen SA et al., 2015). Les effecteurs principaux 
de cette voie sont comme son nom l’indique, PI3K et Akt. La PI3K impliquée dans la voie 
de survie fait partie de la classe I des PI3K. Il s’agit d’une lipide kinase composée de deux 
sous-unités, soient une sous-unité régulatrice, généralement p85, et une sous-unité 
catalytique, p110. Elle phosphoryle les PtdIns(4,5)P2 (phosphatidylinositols) de la 
membrane à la position 3 pour donner le PtdIns(3,4,5)P3 en opposition à la phosphatase 
PTEN qui déphosphoryle le PtdIns(3,4,5)P3 pour inhiber l’activation de la voie (Carracedo 
A et Pandolfi PP, 2008). Par ailleurs, Akt est une sérine/thréonine kinase  qui existe sous 
trois isoformes : Akt-1, Akt-2 et Akt-3 (Gonzalez E et McGraw TE, 2009). Chez les 
entérocytes humains, l’isoforme Akt-1 est exprimé indépendamment de l’état de 
différenciation cellulaire mais augmente en fonction de celui-ci. Son activation promeut la 
survie et dépend de la signalisation β1/Fak/PI3K, et ce, sans distinction en fonction de l’état 
de différenciation. Par ailleurs, l’expression de l’isoforme Akt-2 diminue avec l’état de 
différenciation cellulaire. Son activation chez les entérocytes indifférenciés est dépendante 
de Fak et l’adhésion par les intégrines β1, mais est indépendante de PI3K. De plus, il a été 
démontré précédemment qu’Akt-2 ne favoriserait pas la survie entérocytaire mais aurait 
plutôt un rôle dans le métabolisme et la différenciation (Dufour G et al., 2004; Li X et al., 
2004). Quant à Akt-3, cet isoforme n’est simplement pas exprimé dans ce tissu. En général, 
les isoformes peuvent avoir des fonctions différentes en fonction du type cellulaire et chez 
les entérocytes, Akt-1 est le seul qui favorise la survie (Dufour G et al., 2004; Agarwal E et 
al., 2017; Häggblad SS et al., 2017; Harnois C et al., 2004; Bouchard V et al., 2008). De 
manière plus générale, il avait été démontré antérieurement au laboratoire par l’utilisation 
d’un inhibiteur pharmacologique de PI3K (LY-294002) que la survie des cellules 
entérocytaires indifférenciées était bien plus affectée par l’inhibition de la voie que les 
cellules différenciées (Gauthier R et al., 2001). De plus, les cellules de cryptes intestinales 
10 
 
engagent des complexes de PI3K dépendants de Fak ou Src; Src engagerait le complexe 
p110α/p85β alors que Fak engagerait plutôt le complexe p110α/p55γ. La nature du 
complexe donnerait des rôles distincts à Akt-1 dans la survie cellulaire (Beauséjour M et 
al., 2012). Pour α2β1 chez les cellules indifférenciées, elle recruterait autant Fak que Src 
donc tous les rôles d’Akt-1 dans la survie sont à considérer (Beauséjour M et al., 2013). 
 
L’activation de la voie PI3K/Akt se produit essentiellement de la même manière pour 
les RTKs que chez les intégrines. Dans le cas de ces dernières, lorsqu’elles sont activées et 
que Fak est recrutée à la queue cytoplasmique de la sous-unité β1, la sous-unité régulatrice 
de PI3K, p85, est recrutée. Cette liaison engendre un changement de conformation qui 
permet à la sous-unité catalytique p110 de phosphoryler les phosphatidylinositols de la 
membrane plasmique en PtdIns(3,4,5)P3. L’augmentation de la concentration de 
PtdIns(3,4,5)P3 à la membrane cause le recrutement d’Akt et de PDK1, deux 
sérine/thréonine kinases possédant un domaine PH ("Pleckstrin Homology domain"). 
Ensuite, ce rapprochement permet à PDK1 de phosphoryler Akt sur sa thréonine 308. Cette 
phosphorylation permet à Akt de phosphoryler d’autres molécules en aval, tel le complexe 
mTORC1, menant ultimement à la synthèse protéique (Inoki K et al., 2002; Ingeborg S et 
al., 2011). Par ailleurs, si le complexe mTORC2 phosphoryle Akt sur sa sérine 473 suite à 
la phosphorylation par PDK1, les fonctions de survie de la voie PI3K/Akt-1 sont plutôt 
favorisées: Par exemple, Akt régule négativement les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques 
("B-cell lymphoma 2") qui possèdent un domaine BH3 ("Bcl-2 homology domain 3"), ainsi 
que la pro-Caspase 9 (figure 1) (Manning BD, 2004; Cardone MH et al., 1998; Alberts B et 
al., 2015; Hemmings BA et Restuccia DF, 2012). 
 
1.2.2 La voie MAPK/ERK 
 
La voie de signalisation classique des MAP kinases, la voie MAPK/ERK (ou 
Ras/Raf/MEK/ERK) a des fonctions encore plus variées que la voie PI3K/Akt; elle est en 
partie responsable de la prolifération, la synthèse protéique, l’adhésion, la survie, la 
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différenciation, le métabolisme, etc (Roskoski R, 2012). In vivo, la voie est activée par les 
facteurs de croissance ainsi que les molécules d’adhésion (Yee KL et al., 2008). Il a été 
démontré que l’activation d’ERK1/2 pouvait activer ou inhiber l’apoptose selon les stimuli 
impliqués et le type cellulaire. Par exemple, chez les neurones, une activation persistante 
d’ERK1/2 induit de la toxicité oxydative par le glutamate alors qu’une inhibition d’ERK1/2 
protège les cellules de cette même toxicité (Stanciu M et al., 2000). Au contraire, la 
radiation, l’hypoxie, les agents chimiothérapeutiques et le détachement de la matrice 
extracellulaire stimulent les fonctions anti-apoptotiques d’ERK1/2 dans plusieurs autres 
tissus et types cellulaires comme par exemple chez les cellules épithéliales de côlon ou de 
poumon, chez les fibroblastes de poumon ou même chez les neurones post-mitotiques (Park 
JS et al., 1999; Kitagawa D et al., 2002; Buckley S et al., 1999; Anderson CN et Tolkovsky 
AM, 1999; Le Gall M et al., 2000; Zhimin Lu et Shuichan Xu, 2006).  
 
 La voie des MAP kinases classique se déroule en cascade de phosphorylation d’une 
MAP kinase à l’autre (figure 1). Ainsi, chez les intégrines, la protéine adaptatrice Shc lie 
Src ou les autres membres de la famille Src selon l’intégrine (Giancotti FG et Ruoslahti E, 
1999). Puis, Grb2, liée à Sos via un domaine PTB, lie Shc, permettant à Sos d’échanger le 
GDP (guanosine diphosphate) de la petite protéine G Ras pour un GTP (guanosine 
triphosphate). Ras participe à son tour à l’activation de Raf (MAP kinase kinase kinase, 
MEKKK) en la recrutant, favorisant son activation par un mécanisme très complexe 
impliquant la famille de protéines Src (Roskoski R Jr, 2010). Puis, Raf phosphoryle MEK 





MAPK)  sur la thréonine 202 et la tyrosine 204 d’ERK1/2 (Roskoski R, 2012; Lefloch R et 
al., 2009). Le dimère d’ERK1/2 phosphorylé transloque au noyau et active des facteurs de 
transcription (Yee KL et al., 2008; Howe AK et al., 2002) ou phosphoryle d’autres 
protéines cytoplasmiques ou nucléaires (Yoon S et Seger R, 2006).  
 
 Le laboratoire a précédemment démontré que chez les Caco-2/15, l’utilisation d’un 
inhibiteur pharmacologique (PD-98059) dirigé contre MEK ("mitogen-activated protein 
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kinase kinase") n’avait pas d’impact significatif dans la survie des cellules entérocytaires 























Figure 3 : Représentation schématique des voies de signalisation engagées par les intégrines β1 pour stimuler la survie 
cellulaire. (Tirée de Vachon PH, 2011).  Les voies PI3K/Akt et MAPK/ERK sont les voies principales activées par la 
signalisation β1/Fak/Src pour promouvoir la survie cellulaire et elles y parviennent en favorisant les homologues Bcl-2 
anti-apoptotiques au détriment des homologues pro-apoptotiques.  
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1.3 L’intégrine α2β1 
 
L’intégrine α2β1 fait partie de la famille d’intégrines qui lient le collagène; les autres 
membres étant α1β1, α10β1 et α11β1. Toutes les intégrines qui lient le collagène ont 
comme particularité un domaine supplémentaire sur la sous-unité α, soit le domaine I, qui 
n’est cependant pas exclusif à cette famille; les intégrines aux leucocytes l’expriment 
également (Madamanchi A et al., 2014). Ce domaine sert à la reconnaissance du ligand et 
permet d’augmenter l’affinité pour celui-ci jusqu’à 10 000 fois suite au changement de 
conformation (Luo et al., 2007). D’ailleurs, malgré sa préférence pour le collagène de type 
I, l’intégrine α2β1 peut également lier avec moins d’affinité les collagènes de types III, IV 
et XI en plus des laminines 1 et 5 (Naci D et al., 2015). Bref, elle a une préférence pour les 
collagènes fibrillaires mais ne leur est pas exclusive. 
 
Cette intégrine est présente chez de nombreux types cellulaires, tels que les plaquettes, 
les cellules endothéliales, épithéliales, les fibroblastes, les cellules souches du mésenchyme 
et bien d’autres. Pourtant, malgré sa présence quasi ubiquitaire, sa suppression chez les 
souris donne lieu à un phénotype viable, un développement et une fertilité normaux, mais 
quelques problèmes avec l’adhésion de certaines cellules au collagène de type I (Chen J et 
al., 2002; Madamanchi A et al., 2014). Son expression chez différents types cellulaires ne 
lui confère pas toujours les mêmes fonctions: Par exemple, chez les cellules épithéliales 
mammaires et les cellules épithéliales de peau, il a été démontré qu’α2β1 promouvait la 
survie (Baeckstrom D et al., 2000; Smia Rezgui S et al., 2000). Par contre, chez les 
fibroblastes, il a déjà été rapporté que cette même intégrine promouvait plutôt l’apoptose 
(Niland S et al., 2001; Grinnell F et al., 1999). D’ailleurs, cette variabilité dans ses 
fonctions pourrait être attribuée à la composition de la MEC puisque l’intégrine α2β1 est 
également reconnue pour sa capacité à contrôler la prolifération cellulaire en fonction du 
type cellulaire et de la composition de la matrice extracellulaire : Par exemple, les 
fibroblastes cessent de proliférer au point G1/S lorsqu’ils sont cultivés sur du collagène 
fibrillaire de type I (Xia H et al., 2008), mais le collagène non fibrillaire de type IV induit 
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plutôt la transition G1/S par l’activation des voies PI3K/Akt et MAPK/ERK ainsi qu’une 
surexpression de la cycline D1 (Honoré S et al., 2003). 
 
Il a été démontré au laboratoire que l’inhibition de l’adhésion des intégrines via des 
anticorps bloquants dirigés contre la sous-unité β1 induisait la mort cellulaire chez les 
cellules entérocytaires indifférenciées mais plus fortement chez les différenciées (Gauthier 
R et al., 2001). De plus, l’inhibition d’α2 causait également la mort cellulaire chez les 
cellules entérocytaires indifférenciées. Ainsi, il en avait été conclu que l’intégrine α2β1 
était nécessaire à la survie de ces lignées cellulaires (Beauséjour M et al., 2013). 
 
Dans le cancer, l’intégrine α2β1 est souvent surexprimée. Ceci pourrait être dû au fait 
qu’elle a été rapportée comme protégeant les cellules de l’apoptose induite par les agents 
chimiothérapeutiques dans plusieurs cas. Par exemple, chez les lymphocytes T, elle active 
la voie MAPK/ERK lorsque ceux-ci sont traités à la doxorubicine. Aussi, dans le cancer du 
poumon, elle peut activer la voie PI3K/Akt et inhiber l’activation de la Caspase-3 (CASP-
3) lorsque les cellules sont traitées à l’etoposide (Naci D et al., 2015; Hodkinson PS et al., 
2006). Par ailleurs, elle régulerait la détermination cellulaire des cellules de cancer 
colorectal pour leur conférer un phénotype de cellules souches. Cette caractéristique 
permettrait entre autres aux cellules de générer de l’hétérogénéité dans les populations de 
cellules composant les tumeurs pour évader les thérapies (Hill RP, 2006; Kirkland SC et 
Ying H, 2008; Kirkland SC, 2009). 
 
2. La mort cellulaire programmée 
 
 
La mort cellulaire programmée est un processus physiologique normal se déroulant 
chez les cellules au cours du développement, de la vieillesse ou comme mécanisme de 
défense contre les maladies telles que le cancer. Elle permet généralement le 
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renouvellement tissulaire en causant la mort des cellules endommagées pour laisser place à 
la production de nouvelles cellules saines, ainsi que le maintien d’un nombre de cellules 
relativement constant (Kaczanowski S, 2016; Kiras Y et al., 2016). Il existe douze sortes de 
morts programmées dont notamment l’apoptose et l’anoïkose. Dans le cancer, les cellules 
développent différents moyens de résister à la mort cellulaire, par exemple en sur-stimulant 
les voies de signalisation qui favorisent la survie, telles que PI3K/Akt ou MAPK/ERK. 
Elles peuvent y parvenir que ce soit par mutation des effecteurs impliqués pour les rendre 
actifs constitutivement, ou en sécrétant des facteurs de croissance leur permettant d’activer 
ces voies de manière autocrine ou paracrine (Appert-Collin A et al., 2015). Sinon, les 
cellules peuvent également inhiber des facteurs pro-apoptotiques tels que les homologues 
Bcl-2, ou simplement diminuer leur expression (Zhang JY, 2002; Soenga MS et al., 2001). 
 
2.1 La voie intrinsèque de l’apoptose 
 
La voie intrinsèque de l’apoptose est enclenchée suite à une perte de signaux de 
survie ou suite à la détection de dommages à l’ADN par les cellules; en l’absence de ces 
stimuli, les cellules normales ont des mécanismes de régulation qui inhibent la mort 
cellulaire. Par exemple, elles peuvent maintenir l’activation de voies de signalisation qui 
favorisent la survie, ou bien inhiber les effecteurs de la mort cellulaire. Il existe donc une 
balance finement régulée qui détermine si les cellules peuvent survivre ou doivent mourir 
(Kiraz Y et al., 2016; Hentgartnere MO, 2000). 
 
Lorsque les cellules captent les signaux pro-apoptotiques comme des dommages à 
l’ADN, des protéines comme p53 enclenchent le processus d’apoptose (figure 2). Lorsque 
p53 reconnait ces dommages, elle active divers effecteurs de la mort cellulaire dont 
notamment les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques. Les homologues Bcl-2 sont une famille 
de protéines divisées en quatre sous-familles : les suppresseurs, les effecteurs, les 
activateurs et les sensibilisateurs. La première sous-famille protège les cellules de 
l’apoptose en inhibant les membres de la deuxième sous-famille, les effecteurs. La famille 
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des effecteurs a comme fonction de créer des pores à la membrane des mitochondries pour 
relâcher des cofacteurs ou d’autres effecteurs de la mort cellulaire. Quant à eux, les 
activateurs inhibent les suppresseurs et activent les effecteurs. Les sensibilisateurs, la 
dernière sous-famille, inhibent les suppresseurs. Par conséquent, les familles des effecteurs, 
des sensibilisateurs et des activateurs sont pro-apoptotiques, alors que les suppresseurs sont 
anti-apoptotiques. Ainsi, lorsque p53 débute l’activation des homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques, ceux-ci commencent à affecter les mitochondries et à inhiber les homologues 
Bcl-2 anti-apoptotiques à petite échelle (Wang JYJ, 2001). La création de pores entraîne un 
changement de potentiel transmembranaire mitochondrial permettant la relâche de 
protéines pro-apoptotiques telles que Smac/Diablo et Omni, ainsi que du cytochrome c dans 
le cytosol. Puisque cette dernière est le co-facteur d’APAF-1 ("apoptotic protease activating 
factor 1"), sa relâche mène au recrutement de la pro-CASP-9, l’activant; ceci forme 
l’apoptosome et l’activation de ce complexe rend le processus d’apoptose irréversible. En 
effet, il cause une cascade d’activation des CASP exécutrices 3, 6 et 7 à grande échelle 
(Lakhani SA et al., 2006). D’ailleurs, Smac/Diablo et Omni servent à lever l’inhibition sur 
les CASP exécutrices en inhibant les IAPs ("Inhibitors of apoptosis") (Silke J et Meier P, 
2013; Du C et al., 2000). Ainsi, les CASP exécutrices activées clivent de nombreux 
substrats pour causer des altérations au cytosquelette d’actine, aux microtubules et à la 
kératine. Alors que le clivage des CADs ("Caspase-activated DNase") les activent et leur 
permettent de cliver l’ADN internucléosomique (Larsen BD et Sorensen CS, 2017), le 
clivage du cytosquelette relâche du même coup d’autres effecteurs de la mort cellulaire qui 
y étaient séquestrés : Les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques Bim et Bmf. Finalement, 
avec l’accumulation et l’activation de tous ces effecteurs de la mort cellulaire, la balance 
entre la survie et la mort penche évidemment en faveur de cette dernière (Vachon PH, 






Figure 4 : Représentation schématique de la voie intrinsèque de l’apoptose et des fonctions de ses effecteurs principaux. 
(Tirée de Vachon PH, 2011). Lorsqu’une cellule capte un stimulus interne mettant sa survie en jeu, la balance qui 
maintient normalement l’homéostasie des cellules penche en faveur des effecteurs de la mort cellulaire, notamment les 
homologues Bcl-2. Ceux-ci forment des pores à la mitochondrie déjà compromise par un changement de potentiel 
transmembranaire, causant la relâche de cytochrome c et des inhibiteurs des signaux de survie, tels que Smac et Diablo. 
Le cytochrome c forme l’apoptosome avec APAF-1 et la Caspase-9, menant à une activation massive des autres Caspases 







L’anoïkose est définie comme étant la mort cellulaire par détachement, ou la mort 
cellulaire médiée par les intégrines. Son mécanisme d’action est semblable à la voie 
intrinsèque de l’apoptose mais la grande distinction provient de son stimulus de 
déclenchement. Il est notable que l’anoïkose peut également être déclenchée lorsque les 
cellules se lient à une MEC dont la composition leur est anormale (Horbinski C et al., 
2010; Buchheit CL et al., 2012; Frisch SM et Francis H, 1994). 
 
Le mécanisme d’enclenchement de l’anoïkose est divisé en quatre étapes cruciales 
(figure 3). La première étape est la perte d’adhésion des intégrines à la MEC. Par 
conséquent, si les intégrines sont inactivées, il y a perte des signaux de survie présentés 
précédemment, tels que Fak, Src, PI3K/Akt et MAPK/ERK, ce qui constitue la seconde 
étape. Cette perte de signaux de survie mène directement à la troisième étape, qui est la 
levée de l’inhibition que ces protéines maintenaient sur de nombreux effecteurs de la mort 
cellulaire comme les kinases mortelles DAPK1 ("Death-associated protein kinase 1") et 
ASK1 ("apoptosis signal-regulating kinase 1"), ainsi que les homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques Bad et Bax. Les kinases mortelles sont désormais libres d’agir sur leurs cibles 
menant à des perturbations au cytosquelette et à la relâche d’homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques qui y étaient séquestrés (notamment Bim et et Bmf). À cette étape, la cascade 
de l’anoïkose commence à rejoindre celle de la voie intrinsèque de l’apoptose. Finalement, 
la quatrième étape est l’activation de la CASP-8 initiatrice par un mécanisme encore 
inconnu, lui permettant de procéder à l’activation par clivage des CASP-3, 6, 7 exécutrices 
à petite échelle. Ces dernières causent la libération et l’activation des homologues Bcl-2 
pro-apoptotiques libres d’inhiber les homologues anti-apoptotiques. Ainsi, ces quatre étapes 
permettent à la balance de pencher en faveur des signaux pro-apoptotiques ce qui cause la 
translocation du signal de mort à la mitochondrie. Comme pour la voie intrinsèque de 
l’apoptose, il y a relâche de Smac/Diablo et du cytochrome c, formation de l’apoptosome et 
activation de la CASP-9 exécutrice, rendant le processus irréversible et vouant la cellule à 
la mort cellulaire. Finalement, l’apoptosome va activer en masse les CASP-3, 6 et 7 pour 
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terminer le travail (Vachon PH, 2011; Frisch SM et Screaton RA, 2001; Paoli P et al., 
2013; Chiarugi P et Giannoni E, 2008). 
 
 
Dans le cancer, les cellules peuvent acquérir une résistance à l’anoïkose, ce qui est 
une des caractéristiques qui leurs sont nécessaires à la formation de métastases (Buchheit 
CL et al., 2012). Pour ce faire, elles acquièrent des signaux oncogéniques leur permettant 
d’évader cette mort, comme une surexpression des IAPs afin de maintenir les CASPs en 
état inactif (Ferreira CG et al., 2001). Ceci a d’ailleurs été observé dans le cancer de la 
prostate (Krajewska et al., 2003). Suite à l’acquisition d’une résistance à l’anoïkose, une 
cellule cancéreuse peut s’établir à un site ectopique sans déclencher l’anoïkose au 
détachement de la cellule ni à l’adhésion à une MEC étrangère et par conséquent, contribue 























Figure 5: Représentation schématique des étapes majeures de l’anoïkose. (Tirée de Vachon PH, 2011). L’anoïkose est 
enclenchée lorsque les intégrines perdent contact avec la matrice extracellulaire. Cette perte de contact cause la perte des 
signaux de survie (Fak, Src, PI3K, MAPK, etc.) ce qui lève l’inhibition qu’ils maintiennent normalement sur les effecteurs 
de la mort (DAPK1, ASK1, etc.). Ces kinases sont libres d’activer par phosphorylation les homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques et d’en libérer davantage en causant des disruptions dans le cytosquelette. Parallèlement, la Caspase-8 active 
les Caspases exécutrices -3, -6 et -7 qui contribuent aux perturbations précédentes en activant par clivage de nombreux 
autres effecteurs de la mort cellulaire. Lorsque le signal de mort est assez puissant, il est transloqué à la mitochondrie où 
des pores sont formés pour relâcher entre autres le cytochrome C et Smac/Diablo. L’apoptosome est formé, l’activation 
des Caspases exécutrices est amplifiée et la cellule est vouée à mourir par anoïkose. 
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L’épithélium intestinal est composé de cellules organisées en une monocouche 
reposant sur une MEC, sous laquelle se trouve le mésenchyme. Il sert à absorber les 
nutriments du bol alimentaire et à former une barrière physique pour protéger l’organisme 
de la flore intestinale. Il est formé de cryptes et de villosités qui composent l’axe crypte-
villosité, l’unité fonctionnelle de l’épithélium intestinal. Au fond des cryptes, soit le tier 
inférieur de celles-ci, se trouvent les cellules souches et les cellules de Paneth qui ont 
comme fonctions respectives de renouveler le lot de cellules en se divisant et de participer à 
la protection antimicrobiale, respectivement. Plus haut, au tier central des cryptes, se 
trouvent les cellules indifférenciées qui entreprennent le processus de détermination et de 
différenciation terminal jusqu’à leur arrivée dans le tier supérieur des cryptes. Sur les 
villosités se trouvent plutôt les cellules pleinement différenciées (van der Flier LG et 
Clevers H, 2009; Roostaee A et al., 2016). Il existe trois types cellulaires parmi les cellules 
différenciées, la majorité étant les cellules absorbantes. Leur fonction est d’absorber les 
nutriments vers le système sanguin. Ensuite, il y a les cellules à goblet qui sécrètent du 
mucus pour protéger la muqueuse intestinale (Johansson ME et al., 2013). Finalement, il y 
a les cellules entéroendocrines qui sécrètent des hormones vers le sang en réponses aux 
stimuli intestinaux (de Santa Barbara P et al., 2003). À l’apex des villosités, les cellules 
épithéliales sont exfoliées par anoïkose pour procéder au renouvellement continu du tissu. 
L’exfoliation serait due à la contrainte spatiale plutôt que causée par l’anoïkose; elle serait 
plutôt une conséquence. Au contraire, dans les cryptes, les cellules meurent par apoptose 
lorsqu’elles ont des défauts majeurs dans leur ADN pour prévenir la propagation de ceux-ci 
(Edelblum KL et al., 2006; Vereecke L et al., 2011; Bullen TF et al., 2006). Ainsi, la durée 
de vie des cellules épithéliales entérocytaires est limitée par leur temps de migration des 
cryptes jusqu’à l’apex des villosités (Günther C et al. 2013). Chez l’épithélium de côlon, le 
principe est le même sauf qu’il n’y a pas de villosités. Celles-ci s’aplatissent à la naissance 
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mais les cellules se différencient aussi le long de l’axe pour donner les mêmes types 
cellulaires que dans l’épithélium intestinal. La surface plate entre les cryptes est appelée 
l’épithélium de surface et est composée principalement de cellules absorbantes. Le rôle du 
côlon est d’absorber l’eau et le sel de la lumière intestinale (De Santa Barbara P et al., 
2008; Sellers RS et Morton D, 2014). 
 
3.2 Cancer du côlon 
 
Au Canada, le cancer du côlon est le 2
e
 cancer le plus diagnostiqué et la 2
e
 cause de 
décès reliée au cancer chez l’homme, 3e pour la femme. La majorité des cas sont 
sporadiques mais ils peuvent également être héréditaires. La cause de décès principale est 
l’établissement de tumeurs secondaires à des sites ectopiques, dont très souvent le foie 
(Société Canadienne du Cancer). Le cancer colorectal métastatique est souvent associé à 
des mutations dans certains gènes spécifiques. D’ailleurs, de nombreuses mutations dans 
ces gènes sont cataloguées et considérés comme des marqueurs permettant d’estimer les 
conséquences chez l’homme. Notamment, les plus rapportées sont des mutations dans les 
gènes KRAS, BRAF, PIK3CA et PTEN, soient les gènes qui encodent pour les effecteurs 
des voies PI3K/Akt et MAPK/ERK (Mármol I et al., 2017). Les mutations de KRAS et 
BRAF sont toujours associées à un mauvais pronostic dans le cancer métastatique 
puisqu’elles ont tendance à stimuler la prolifération et requièrent idéalement la prise 
d’inhibiteurs spécifiques pour la mutation en combinaison avec un autre inhibiteur de la 
voie MAPK/ERK pour traiter ce type de cancer (Day F et al., 2015; Yaeger R et al., 2015). 
Une mutation sur le gène PIK3CA est également associée à un mauvais pronostic mais pire 
encore lorsqu’une mutation KRAS ou BRAF est également acquise (Rosty C et al., 2013). 
Des mutations dans PTEN empêchent l’inhibition de la voie PI3K/Akt et sont donc 
également associées à un mauvais pronostic (Atreya CE et al., 2013). Bref, les voies 
PI3K/Akt et MAPK/ERK sont souvent mutées dans le cancer colorectal métastatique pour 
leurs capacités à favoriser la survie ainsi que la prolifération. Des mutations dans les gènes 




4. Hypothèse et objectifs de l’étude 
 
 La présente étude s’est intéressée aux rôles de l’intégrine α2β1 dans la survie et la 
suppression de l’anoïkose entérocytaire humaine. Les rôles des intégrines dans la survie ont 
été démontrés il y a longtemps mais il a également été démontré qu’ils peuvent varier en 
fonction de l’intégrine impliquée ainsi que du tissu et du type cellulaire; en effet, dans 
certains cas, elles peuvent même favoriser la mort cellulaire plutôt que de la supprimer. Des 
études ayant eu lieu précédemment dans notre laboratoire ont déjà démontré que des 
anticorps bloquants dirigés contre la sous-unité α2 étaient suffisants pour induire la mort 
cellulaire chez les cellules entérocytaires indifférenciées et différenciées (Thibodeau S, 
2011). Par contre, les voies de signalisation spécifiques impliquées dans la suppression de 
l’anoïkose par α2β1 n’avaient pas été étudiées et la propriété des intégrines à former des 
regroupements hétérogènes (incluant avec des RTKs) aurait pu être problématique avec les 
anticorps bloquants qui sont volumineux. De plus, ses rôles dans la suppression de 
l’anoïkose n’avaient pas été étudiés dans les lignées de cellules carcinomateuses de côlon y 
exhibant une résistance intermédiaire à élevée, mais des rôles pour favoriser la survie lui 
ont déjà attribuée dans d’autres lignées cellulaires carcinomateuses de côlon. Il nous 
intéressait donc d’étudier le rôle de l’intégrine α2β1 dans la progression du cancer 
colorectal vers un stade métastatique. Par conséquent, considérant toutes ces informations, 
l’hypothèse de la présente étude est : 
 
L’intégrine α2β1 contribue à la suppression de l’anoïkose entérocytaire humaine. 
 
Objectifs et sous-objectifs de l’étude : 
 
1) Confirmer le rôle de l’intégrine α2β1 dans la suppression de l’anoïkose chez les 
cellules absorbantes indifférenciées. (Caco-2/15) 
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 1.1) Vérifier l’impact de l’invalidation de la sous-unité α2 sur la survie cellulaire. 
 1.2) Analyser la signalisation intégrine β1 affectée par l’invalidation d’α2. 
 
2) Analyser le rôle de l’intégrine α2β1 dans la résistance à l’anoïkose exhibée par les 
cellules carcinomateuses de côlon humain. (SW480 et SW620) 
 2.1) Vérifier l’impact sur la résistance à l’anoïkose. 
 2.2) Évaluer le rôle d’α2 dans la survie de ces modèles cellulaires. 
26 
 
 MATÉRIEL ET MÉTHODES II - 
 
1. Culture cellulaire 
 
Cette étude a été réalisée chez trois lignées cellulaires humaines de côlon: les cellules 
Caco-2/15, les SW480 et les SW620. La lignée cellulaire Caco-2/15 est un clone découlant 
de la lignée mère Caco-2 (Pinto et al., 1983; ATCC, American Type Culture Collection, n˚ 
de catalogue HTB-37, Rockville, MD). Elle a été développée et fournie par le laboratoire 
du Dr Jean-François Beaulieu (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC) (Beaulieu JF et 
al., 1991; Beaulieu JF et Vachon PH, 1992). Ce clone a été sélectionné pour sa capacité à 
entreprendre le processus de différenciation terminale à l’atteinte de la confluence 
(Beaulieu JF et Quaroni A, 1991). Toutefois, dans cette présente étude, elles ont été 
conservées à un stade sous-confluent (Caco-2/15 -2PC, "post-confluence") où elles 
représentent des cellules entérocytaires absorbantes indifférenciées en plus d’être un 
modèle d’adénome carcinomateux de stade précoce. Aussi, les cellules Caco-2/15 
n’expriment aucune résistance à l’anoïkose tel qu’il a été démontré précédemment au 
laboratoire (Demers MJ et al., 2009; Gauthier R et al., 2001; Bouchard V et al., 2007; 
Beauséjour M et al., 2012; Beauséjour M et al., 2013). 
 
Les lignées cellulaires SW480 (ATCC, n˚ de catalogue CCL-228) et SW620 (ATCC, 
n˚ de catalogue CCL-227) représentent les modèles d’adénomes carcinomateux de stades 
avancés. Elles ont toutes deux été prélevées du même patient à un an d’intervalle : dans un 
premier temps, les cellules SW480 dérivent de la tumeur primaire, puis, dans un second 
temps, les cellules SW620 ont été prélevées à un site métastatique, soit dans un nœud 
lymphatique plus précisément (Leibovitz A et al., 1976). Les cellules SW480 exhibent une 
résistance à l’anoïkose intermédiaire, et les cellules SW620 y sont fortement résistantes 
(Curtis JW, Berman RS et Ahmad SA, 2008). Dans cette présente étude, elles représentent 
par conséquent la progression vers des stades carcinomateux plus avancés.  
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La production des lentivirus (voir section 2.1.1) a été réalisée avec la lignée 293T/17 
(ATCC, n˚ de catalogue CRL-11268), une lignée de cellules épithéliales de rein humain. 
Celle-ci est un clone de la lignée 293T (ATCC, n˚ de catalogue CRL-3216), elle-même 
développée à partir de la lignée-mère HEK-293 (ATCC, n˚ de catalogue CRL-1573) 
(Graham FL et al., 1977; Shaw G et al., (2002)). Le résultat global donne les 293T/17, une 
lignée cellulaire hautement transfectable et contenant des séquences d’ADN virales SV40 
(Pear WS et al., 1993). Cette lignée nous a généreusement été fournie par le Dr Dominique 
Jean (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC). 
 
 Les lignées cellulaires ont toutes été cultivées dans du milieu Dulbecco modified 
Eagle’s medium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) supplémenté de 10% 
de sérum de bovin fétal (FBS Premium Quality, Wisent BioProducts, St-Bruno, QC) ainsi 
que de 2mM de glutamine (GlutaMAX, ThermoFisher Scientific) et 10mM d’HEPES ("N-
2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethane sulfonic acid", Wisent Bioproducts) changé aux 48 
heures. Les cellules ont été trypsinisées [Trypsine-EDTA ("Ethylene diaminetetraacetic 
acid") 0,05%, Thermo Fisher Scientific] et centrifugées (Heraeus Instruments, Labofuge 
400R, Hanau, Allemagne) à l’atteinte du stade de confluence idéal (80% pour les Caco-
2/15, 85-90% pour les SW480 et SW620), puis diluées à un ratio de 1 : 6 pour les Caco-
2/15, 1 : 7 pour les SW480 et 1 : 8 pour les SW620 après avoir été rincées avec du PBS 
(tampon phosphate salin) stérile. Dans le cas des cellules HEK293T/17, celles-ci ont plutôt 
été décollées au Versène (0,5mM EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) et diluées à un 
ratio de 1 : 20 sauf lors de la production des lentivirus (voir section 2.1.1). De plus, toutes 
ces lignées cellulaires ont été incubées à 37˚C en présence de 5% de CO2 et d’un taux 






2. Traitements des cellules 
 
2.1 Délétion de l’expression d’α2 par approche shARN inductible 
 
Les shARNs ("small hairpin RNAs") utilisés lors de cette étude provenaient de la 
compagnie GE Dharmacon (Lafayette, CO) et l’insert spécifique à α2 avait préalablement 
été cloné dans son vecteur d’expression, le vecteur pTRIPZ (n˚ de catalogue RHS4696, voir 
tableau 2). Par ailleurs, le système TRIPZ de GE Dharmacon est un système inductible à la 
doxycycline (DOX) (Sigma-Aldrich) qui comprend notamment la séquence du shARN, un 
gène de résistance à la puromycine et un gène rapporteur fluorescent (RFP – Red 
Fluorescent Protein) sur le plasmide. Ainsi, le promoteur contrôlé par la DOX induit 
l’expression du shARN en plus du gène rapporteur, et un second promoteur non inductible 
contrôle le gène de résistance à la puromycine pour permettre la sélection des cellules ayant 
intégré le plasmide. Deux shARNs ont été utilisés lors de l’étude, soit le shα2 qui est dirigé 
contre la sous-unité α2 des intégrines, ainsi qu’un shARN contrôle, soit le shCNS ("Control 
Non-Silencing"). Ce dernier est composé d’une séquence qui ne correspond à aucun gène 
de mammifère selon une analyse BLAST ("Basic Local Alignment Search Tool"), et qui 
n’interfère donc pas avec l’expression de protéines chez les cellules humaines 
(Dharmacon). 
 
2.1.1 Production et récolte des lentivirus 
 
Les cellules HEK293T/17 ont été utilisées afin de produire les lentivirus. 
Premièrement, les cellules ont été cultivées jusqu’à ce qu’elles atteignent une confluence 
d’environ 40% le jour de la transfection, soit en diluant les cellules à un ratio de 1 : 2 deux 
jours consécutifs puis 1 : 4 au troisième jour, la veille de la transfection. Ceci permet de 
maintenir les cellules dans un état hyper-prolifératif.  Deuxièmement, la solution de 
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transfection a été préparée en combinant 750μL de milieu OPTI-MEM (Thermo Fisher 
Scientific) sans sérum (10mM d’HEPES et 2mM de glutamine seulement) et 60μL de 
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) dans un tube de 1,5 mL (Sarstedt, 
Numbrecht, Allemagne). Puis, dans un second tube, 750μL d’OPTI-MEM sans sérum, 
42μg de plasmide incluant la séquence désirée et 28,5μg du système d’encapsidation du 
virus (GE Dharmacon) compatible avec les shARNs ont été combinés. Tel qu’indiqué par 
le manuel d’utilisation, ce dernier réactif comprend les cinq plasmides permettant de 
produire des lentivirus fonctionnels dans une seule solution commerciale facile 
d’utilisation: pTLA1-PAK, pTLA1-ENZ, pTLA1-ENV, pTLA1-TOFF et pTLA1-
TAT/REV. Suite à une incubation de 5 minutes à température pièce, le contenu des deux 
tubes ont été combinés et une seconde incubation de 30 minutes a suivi. Durant cette 
incubation, les cellules HEK293T/17 ont été lavées à deux reprises avec du milieu DMEM 
sans sérum préchauffé à 37˚C afin d’enlever toute trace de sérum, puis 6mL de ce milieu 
ont été ajoutés à chaque boîte de Pétri à transfecter. Troisièmement, lorsque l’incubation fut 
terminée, le mélange à transfection a été ajouté goutte à goutte directement sur les cellules. 
Puis, les boîtes de Pétri ont été placées dans l’incubateur à cellules à 37˚C pour une durée 
de 4 à 6 heures. Quatrièmement, à la fin de cette incubation, le milieu de transfection a été 
remplacé par 6,5mL de milieu DMEM complet. Cette fois, les cellules HEK293T/17 ont 
été placées dans l’incubateur pour une durée de 48 heures où elles ont relâché dans le 
milieu les lentivirus qu’elles ont produits. 
 
Finalement, lorsque cette période d’incubation fut terminée, la récolte des lentivirus a 
pu avoir lieu. Pour ce faire, le milieu a été aspiré à l’aide d’une seringue stérile de 10mL, 
puis filtré sur un filtre de 0,45μm sans nitrocellulose (Pall Life Sciences Ltd., Port 
Washington, NY) inséré à l’extrémité de la seringue. Par la suite, le milieu a été aliquoté 






Tableau 2. Séquence du shARN dirigé contre la sous-unité α2 des intégrines. 
Numéro de catalogue Clone ID Séquence antisens 




2.1.2 Infection lentivirale des cellules 
 
Malgré l’utilisation de trois lignées cellulaires différentes, le protocole d’infection 
lentivirale est demeuré identique indépendamment de la lignée utilisée. Tout d’abord, les 
cellules ont été cultivées jusqu’à ce qu’elles atteignent une confluence d’environ 35-40% le 
jour de l’infection dans des boîtes de Pétri de 60mm. Puis, un aliquot de 1mL de lentivirus 
(préparé tel qu’indiqué à la section 2.1.1) par boîte de Pétri à infecter a été décongelé par 
immersion dans un bain à 37˚C (Fisher Scientific, IsoTemp 228), puis transféré dans un 
tube de 15mL (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) contenant déjà 1,0mL de milieu 
DMEM sans sérum. Ensuite, 2,0μL de polybrène (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, 
CA) ont été ajoutés au milieu d’infection. Ce mélange a été ajouté délicatement sur les 
cellules préalablement lavées deux fois au milieu DMEM sans sérum, puis les boîtes de 
Pétri ont été incubées à 37˚C pendant une durée de 4 à 6 heures. Au terme de l’incubation, 
2mL de milieu DMEM avec sérum ont été ajoutés au milieu d’infection sans retirer celui-
ci, puis les boîtes de Pétri ont été incubées ainsi pour 48 heures. À la fin de cette 
incubation, le milieu a été remplacé par 2,5 mL de milieu DMEM complet et 48 heures 
après ce dernier changement de milieu, la période de sélection a pu commencer tel que 
décrite à la section suivante. 
 
2.1.3 Sélection et induction du shARN 
 
Suite à l’infection lentivirale décrite à la section 2.1.2, l’agent de sélection a été 
ajouté une fois que les cellules avaient atteint une confluence qui leur permettrait de 
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survivre si la sélection venait à éradiquer une grande proportion des cellules, soit environ 4 
jours après le début de l’infection. Dans cette étude, l’agent de sélection était de la 
puromycine (Wisent) utilisée à une concentration de 2μg/mL pendant 30 jours pour les 
cellules Caco-2/15, 5μg/mL pendant 10 jours minimum pour les SW480 et 10μg/mL 
pendant 10 jours minimum pour les SW620. Une fois la sélection terminée, le shARN 
devait être induit pour une période de 5 jours à la DOX 1μg/ml pour toutes les lignées 
cellulaires, suivi d’une 6e journée d’induction en absence de sérum pour 24 heures. Puisque 
la DOX a un temps de demi-vie d’environ 24 heures, un ajout de 1μg/mL de milieu a eu 
lieu entre les journées où le milieu des cellules a été changé (O’Connor R, 2004). Une fois 
l’induction enclenchée, l’expression du gène rapporteur a été vérifiée par microscopie à 
fluorescence quotidiennement, puis les cellules ont été récoltées et lysées dans le tampon 
approprié aux analyses subséquentes. 
 
2.1.4 Suivi du gène rapporteur fluorescent 
 
Comme mentionné précédemment, un gène codant pour la protéine fluorescente 
rouge (RFP) est présent sur le plasmide afin de vérifier que le shARN est bien exprimé 
avant de procéder à la récolte des cellules. Un microscope modulaire confocal et à 
fluorescence inverse (LEICA DM IRB/E, Wetzlar, Allemagne) a permis de visualiser 
l’expression de la RFP grâce à un filtre excitateur à la rhodopsine. L’exposition variait 
entre 1000ms et 3000ms selon la puissance de la fluorescence émise. 
 
2.2 Délétion de l’expression d’α2 par approche siARN  
 
L’utilisation de siARNs ("small interfering RNAs") visait à diminuer l’expression de 
la sous-unité α2 des intégrines pour fournir une approche qui offrirait une meilleure 
efficacité que les shARNs introduits à la section 2.1. Les siARNs ont été achetés chez la 
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compagnie OriGene (Rockville, MD) et venaient dans une trousse comprenant 3 siARNs 
différents dirigés contre α2 et un siARN contrôle identifié siSR pour Scrambled afin 
d’éviter toute confusion avec le shCNS présenté précédemment. Le siSR comprend une 
séquence qui ne correspond à aucun gène humain, de souris ou de rat ayant été publié dans 
la banque de données du NCBI ("National Center for Biotechnology Information") tel que 
le garantit la compagnie OriGene. Le tableau 3 présente les séquences des différents 
siARNs compris dans la trousse commerciale. À leur arrivée, les siARNs ont été 
resuspendus dans 76,9μL de tampon fournit dans la trousse afin d’obtenir une concentration 
de 2,60x10-5M, puis, comme il est recommandé dans le protocole commercial, les tubes 
ont été chauffés à 94˚C (Labnet International Inc., Accublock™ Digital Dry Bath, Edison, 
NJ) pour une durée de 2 minutes : ceci permettait de défaire les complexes 
d’oligonucléotides pouvant s’être formés. Ensuite, les tubes ont été conservés à -20˚C 
jusqu’à leur utilisation. 
 
Contrairement à la transfection des HEK293T/17 décrite à la section 2.1.1, la 
transfection avec les siARNs s’effectue directement sur les cellules à l’étude, soient les 
Caco-2/15 et les SW480 dans le cas présent. Premièrement, un mélange de 970μL de milieu 
OPTI-MEM sans sérum (Thermo Fisher Scientific), 10μL de siARN resuspendu (pour une 
concentration finale de 20nM par boîte de Pétri) et 50μL de Lipofectamine 2000 (Thermo 
Fisher Scientific) est fait dans un tube stérile de 1,5mL. Ce tube est ensuite vortexé (Fisher 
Scientific, Vortex Genie 2) 3 secondes, puis incubé à température pièce 30 minutes. Durant 
ce temps d’incubation, les cellules à transfecter ont été lavées 2 fois avec du milieu DMEM 
sans sérum préchauffé à 37˚C, puis 6mL de ce milieu a été ajouté à chaque boîte de Pétri. 
Ensuite, 515μL du mélange à transfection a été ajouté goutte par goutte dans une boîte de 
Pétri de 100mm pour obtenir 2 boîtes de Pétri en tout; ceci permettait d’avoir suffisamment 
de protéines pour les analyses par immunobuvardage de type Western et les analyses de 
l’activité de la CASP-3 subséquentes. Les boîtes de Pétri ont par la suite été placées dans 
l’incubateur pour 4 heures. À la fin de cette période d’incubation, le milieu de transfection 
a été aspiré, les cellules ont été rincées 2 fois avec 3mL de milieu DMEM supplémenté de 
10% de sérum, et 6mL de ce milieu ont été versés délicatement sur les cellules. Finalement, 
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les boîtes de Pétri ont été replacées dans l’incubateur pour 48 heures. Suite à cette 
incubation, les cellules ont été lavées 2 fois avec du milieu DMEM sans sérum puis 6mL de 
ce milieu a été versé sur les cellules puis celles-ci ont été replacées dans l’incubateur pour 
une dernière incubation de 24 heures. À la fin de cette incubation, une boîte de Pétri de 
cellules ont été récoltées puis lysées dans du Laemmli (section 3.1), et l’autre, dans du 
RIPA ("Radioimmunoprecipitation assays buffer", section 4.1) et ce, autant pour le siARN 
contrôle que le siARN dirigé contre la sous-unité α2. 
 
Tableau 3. Séquence des siARNs dirigés contre la sous-unité α2 des intégrines. 







2.3 Induction de l’anoïkose par mise en suspension sur poly-HEMA   
 
Afin d’induire l’anoïkose chez les lignées cellulaires exhibant une résistance à 
l’anoïkose, soient les SW480 et les SW620, ces dernières ont été ensemencées sur des 
boîtes de Pétri de poly-hydroxymétacrylate (Poly-HEMA, Sigma-Aldrich) pour une durée 
de 24h dans du milieu DMEM sans sérum. Puisque les cellules Caco-2/15 ne sont pas 
résistantes à l’anoïkose, elles sont demeurées adhérentes pour toutes les expériences. Pour 
mettre les cellules SW480 et SW620 en suspension, elles ont été trypsinisées, centrifugées, 
rincées au DMEM sans sérum puis recentrifugées avant d’être resuspendues dans le 
DMEM sans sérum et ensemencées sur le Poly-HEMA. Le Poly-HEMA est un non-adhésif 
qui empêche les cellules de s’ancrer aux boîtes de Pétri et qui a été décrit extensivement 
dans la littérature pour induire une anoïkose « pure ». Il s’agit d’une poudre qui a été 
dissoute dans de l’éthanol pur (VWR Canlab) et appliquée en deux couches sur des boîtes 
de Pétri de culture vierges. Lorsque l’éthanol s’est évaporé sous les UV de la hotte 
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biologique, le poly-HEMA est rincé au PBS stérile et les boîtes de Pétri sont entreposées à 
4˚C pour une durée maximale d’un mois, ou jusqu’à leur utilisation. Finalement, suite à la 
mise en suspension pour 24h, les cellules ont été récoltées en partie dans le Laemmli et en 




3. Immunobuvardage de type Western 
 
3.1 Préparation des lysats cellulaires (lyse Laemmli)  
 
Une méthode minimisant la déphosphorylation des protéines a été utilisée pour la lyse 
cellulaire. Tout d’abord, les boîtes de Pétri (Sarstedt) de cellules ont été sorties de 
l’incubateur à 37˚C et placées à température pièce sur un comptoir pour une dizaine de 
minutes afin de les laisser refroidir doucement. Ensuite, ces dernières furent placées sur une 
plaque de plastique dans un bac à glace afin d’augmenter la stabilité de la boîte de Pétri et 
d’éviter les chocs thermiques. Puis, les cellules ont été grattées à l’aide d’un grattoir pour 
cellules (Sarstedt) et ont été récoltées avec le milieu dans un tube de 15mL (Thermo Fisher 
Scientific), puis ces tubes ont ensuite été centrifugés (Heraeus Instruments, Labofuge 
400R) à 1500rpm (rotations par minute) à 4˚C pour 5 minutes. Suite à la centrifugation, le 
surnageant a été retiré, et les cellules qui composaient le culot ont été lavées au PBS 1x 
conservé à une température de 4˚C – cette étape  a été répétée une seconde fois pour  
s’assurer qu’il ne restait plus de trace de milieu. Puis, les cellules ont été lysées dans du 
Laemmli 1x  (56,25mM Tris-HCl pH 6,8 ("Tris(hydroxymethyl)aminomethane", "acide 
chlorhydrique", Fisher Chemical), 2,3% (p/v) SDS ("Sodium dodecyl sulfate", Fisher 
Chemical), 10% (v/v) glycérol (Fisher Scientific), 5% (v/v) β-mercaptoéthanol (Sigma-
Aldrich) et 0,005% (P/V) bleu de bromophénol (J.T. Baker, Center Valley, PA)). Le 
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volume de tampon de lyse pouvait varier de 150μL pour une boîte de Pétri d’un diamètre de 
60mm jusqu’à 300μL pour une boîte de Pétri de 100mm, invariablement de la lignée 
cellulaire lysée, la seule contrainte étant de s’assurer qu’il y aurait au moins une 
concentration de 1,66μg/μL de protéines dans chaque lysat pour les analyses par 
immunobuvardage de type Western subséquentes. Finalement, les échantillons ont été 
soniqués sur glace (Mandel Scientific, Ultrasonic processor, Saint-Laurent, QC), chauffés à 
100˚C durant 5 minutes, centrifugés 5 minutes et le surnageant où les protéines étaient 
solubilisées a été récolté, dosé selon la méthode de Lowry (Peterson GL, 1977) et conservé 
à -80˚C (VWR, Radnor, PA) jusqu’à leur utilisation. 
 
3.2 Préparation des gels de polyacrylamide (SDS-PAGE) 
 
Les lysats cellulaires récoltés dans le Laemmli tel que décrit précédemment ont été 
analysés sur gels SDS-PAGE de 7,5% ("sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel 
electroporesis") fraîchement polymérisés avant chaque migration. Les gels ont été moulés 
en deux étapes à l’aide des fixations, des vitres (de 1.0mm ou 1.5mm d’épaisseur) et des 
peignes (10 ou 15 puits) provenant de la compagnie Bio-Rad (Hercules, CA). Tout d’abord, 
un gel de concentration préparé selon la recette présentée dans le tableau 4 a été versé à 
l’aide d’une micropipette de 1000μL jusqu’à atteindre le 2/3 de la hauteur des vitres. Dès 
que le volume désiré de la solution de gel de séparation a été versé, une mince couche 
d’isopropanol (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) a été versée au-dessus de celui-ci afin 
d’éviter son assèchement ainsi que la formation de bulles à sa surface. Une fois que le gel a 
bien été polymérisé, l’isopropanol a été enlevé et rincé à deux reprises avec de l’eau 
bidistillée, puis le gel de concentration a pu être versé au-dessus du gel de séparation; un 
peigne fut délicatement inséré entre les vitres afin de former le nombre de puits approprié 
pour le nombre d’échantillons. Contrairement au gel de séparation, le gel de concentration 
avait une concentration finale d’acrylamide de 4% et le Tris-HCl utilisé avait une 
concentration de 0.5M et un pH de 6,8. Finalement, lorsque le gel de concentration a 
terminé de polymériser, le gel complet a pu être inséré dans le montage à mini-gels de Bio-
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Rad et recouvert de tampon de migration composé de 192mM de glycine (Boehringer 




Tableau 4. Composition des gels de polyacrylamide. 
Solution Source Concentration de 









- - 3,7mL 1,5mL 
Tris-HCl pH 8,8 Thermo Fisher 
Scientific 
1,5M 1,8mL - 
Tris-HCl pH 6,8 Thermo Fisher 
Scientific 
0,5M - 630μL 
Acrylamide  Bio-Rad 30%/Bis 1% 1,7mL 335μL 
SDS Thermo Fisher 
Scientific 
10% (p/v) 70μL 25μL 
APS EMD Millipore 10% (p/v) 70μL 25μL 
TEMED Bio-Rad - 7μL 5μL 
 
 
3.3 Électrophorèse sur gel SDS-PAGE 
 
Lorsque les gels furent polymérisés comme il a été décrit à la section précédente, les 
échantillons ont été préparés de manière à ce qu’il y ait 50μg de protéines dans chaque puits 
en fonction du dosage de Lowry effectué préalablement. Ensuite, le volume a été complété 
à 30μL avec du Laemmli puis les échantillons ont être chauffés à 100˚C pendant 5 minutes 
dans un bloc chauffant (VWR Scientific Products, Radnor, PA) et centrifugés (IEC 
Micromax, Chattanooga, TN) à 11 500rpm pendant 5 minutes également. Une fois les 
échantillons centrifugés, ils ont été placés dans les puits à l’aide d’une micropipette P100. 
Dans tous les immunobuvardages produits durant cette étude, un puits a toujours été 
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réservé pour un marqueur de poids moléculaire, et dans ce cas-ci, le Precision Plus Protein 
Dual Color Standards de la compagnie Bio-Rad a été utilisé. 
 
La migration sur gel s’est effectuée en deux temps selon la méthode établie 
précédemment au laboratoire : Tout d’abord, il y a eu une étape de pré-migration de 15 
minutes à 70 volts afin de permettre aux échantillons de pénétrer dans le gel de 
concentration, puis la migration complète à 120 volts pour permettre la séparation des 
protéines en fonction de leur poids moléculaire dans le gel de séparation. Le temps de 
migration à 120 volts variait en fonction du poids moléculaire des protéines analysées, ainsi 
que du niveau de séparation recherché entre les protéines.  
 
3.4 Électrotransfert liquide sur membrane de nitrocellulose 
 
Une fois l’électrophorèse terminée, soit lorsque le niveau de séparation recherché 
entre les protéines a été atteint, les protéines ont subi un électrotransfert liquide sur une 
membrane de nitrocellulose (Bio-Rad) ayant été préalablement hydratée par capillarité dans 
le tampon de transfert. Ce dernier était composé de 25mM de Tris (Thermo Chemical), de 
192mM de glycine (Boehringer Mannheim) et de 20% de méthanol (VWR Canlab). 
L’électrotransfert liquide, toujours selon la méthode pré-établie au laboratoire, s’est 
effectué à 100 volts pour une durée d’une heure puis son efficacité fut validée par 
coloration au rouge de Ponceau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 0,2% (p/v) / TCA 20% 
(p/v) (Sigma-Aldrich). Par la suite, la membrane fut décolorée au PBS 1X et incubée avec 
l’agent bloquant approprié en fonction de l’anticorps qui a été utilisé lors de 





3.5 Immunodétection des protéines (Western blot) 
 
La procédure d’immunodétection des protéines par chimioluminescence utilisée dans 
cette étude a été décrite extensivement dans la littérature (Bass JJ et al., 2017). La première 
étape consistait à bloquer les sites non-spécifiques sur les membranes de nitrocellulose en 
incubant celle-ci avec un agent bloquant. Dans le cas où la protéine détectée était une 
protéine phosphorylée, les membranes ont été incubées durant 1h en présence de blotto 5% 
(p/v) (lait en poudre Carnation dissous dans du PBS 1X – Tween 20 0,05% (v/v) (Fisher 
BioReagents, Pittsburgh, PA)) avec agitation constante sur un agitateur à bascule (Thermo 
Scientific, Vari Mix Platform Rocker). Ensuite, la deuxième étape consistait à incuber les 
membranes toute la nuit à 4˚C en présence de l’anticorps primaire dilué selon les 
concentrations indiquées dans le tableau 5 dans du PBS 1x -Tween 20 0,05%, généralement 
en présence de BSA 2% (p/v) ("Bovine serum albumine", Sigma-Aldrich) sur un agitateur 
orbital (Sarstedt Sarmix GM1, Nümbrecht, Allemagne). Par contre, pour les protéines non 
phosphorylées, les membranes étaient incubées toute la nuit dans du blotto 10% (p/v) avec 
azoture de sodium 0,05% (p/v) (Sigma-Aldrich), puis incubées en présence d’un anticorps 
primaire dirigé contre la protéine à l’étude dilué dans le même agent bloquant, et ce, pour 
une durée de deux heures à température pièce sur un agitateur orbital. 
 
Une fois l’incubation avec les anticorps terminée, les membranes ont été lavées 
quatre fois durant 5 minutes avec du PBS 1x – Tween 20 0,05%. Ensuite, les membranes 
furent incubées une seconde fois dans du blotto 10% fraîchement préparé pour l’étape du 
blocage secondaire pendant 30 minutes à température pièce sur un agitateur à bascule. Par 
la suite, l’agent bloquant fut remplacé par une solution de blotto 10% avec un anticorps 
secondaire couplé à la peroxydase de raifort à une concentration de 1/1500. Le tableau 5 
indique les différents anticorps secondaires utilisés durant cette étude. Cette incubation 
d’une heure avec l’anticorps secondaire est également effectuée sur un agitateur à bascule à 
température pièce. Finalement, l’anticorps secondaire a été enlevé, et les membranes ont été 
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lavées à deux reprises avec du PBS 1x – Tween 20 0,05%, puis à deux reprises avec du 
PBS 1x seul. Enfin, la révélation des membranes a pu avoir lieu. 
 
Les immunobuvardages de type Western ont exclusivement été révélés de manière 
digitale grâce à un LI-COR de type Odyssey FC (numéro de série : 434) provenant de la 
compagnie BD Biosciences et emprunté au Centre de Recherche sur le Vieillissement de 
l’Université de Sherbrooke. Cet appareil est connecté à un ordinateur et, grâce au logiciel 
LI-COR ImageStudio (Version 2.1.10), il permet de capturer de nombreuses images 
correspondant à divers temps d’exposition de la lumière émise par la réaction produite entre 
le liquide de révélation, et la peroxydase de raifort couplée à l’anticorps secondaire. Dans le 
cas présent l’Immobilon (EMD Millipore, Billerica, MA) a été utilisé comme liquide de 
révélation. Afin de procéder à la révélation, il suffisait de mettre assez d’Immobilon pour 
recouvrir les membranes, attendre une minute, déposer une pellicule de plastique mince sur 
la membrane et l’insérer dans l’appareil. Ensuite, l’appareil enregistrait les signaux de 
lumière émis selon la durée désirée et il est possible de sélectionner l’image la plus claire 
parmi toutes celles qui ont été enregistrées.  Dans le cas présent, toutes les expositions ont 
duré 5 minutes. 
 
Finalement, les analyses densitométriques ont été réalisées directement avec le 
programme LI-COR ImageStudio en traçant un rectangle autour de la bande désirée, et en 
indiquant au programme où se baser pour déduire les bruits de fond de la bande. Ainsi, une 
valeur numérique correspondant à la densité de la bande est attribuée par le programme et il 
est possible de faire des rapports entre ces valeurs de densité (Bass JJ et al., 2017). Ce 
genre d’analyse a été effectué pour déterminer l’expression relative d’une protéine par 
rapport à l’actine, soit la protéine de référence dans cette étude, ou surveiller les 
modifications post-traductionnelles subies par une protéine, notamment la phosphorylation 




3.5.1 Anticorps primaires utilisés 
 
Les anticorps primaires utilisés dans cette étude sont présentés dans le tableau 5 
accompagnés de leurs conditions d’utilisation. De manière générale, les anticorps primaires 
reconnaissant la phosphorylation spécifique d’une protéine ont été dilués dans du BSA 2% 
(p/v) alors que les protéines servant à détecter les niveaux d’expression totaux d’une 
protéine ont été incubés dans une solution de lait en poudre, du blotto, à une concentration 
de 10% et en présence d’azoture de sodium à 0,05% (Sigma-Aldrich). Par ailleurs, il est 
important de noter que l’immunodétection des phosphoprotéines a toujours été effectuée 
avant l’immunodétection des protéines totales, puisque le signal est toujours plus faible 
pour celles-ci. Un nettoyage des membranes avant le sondage secondaire tel que décrit à la 
section 3.6 a donc toujours eu lieu entre ces analyses. 
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Tableau 5. Anticorps primaires utilisés et leurs conditions d’utilisation. 












 Abcam ab133557 Monoclonal Lapin 1/2000 Blotto 10% O/N – 4°C 
p115
 ITGA5
 EMD Millipore ab1928 Polyclonal Lapin 1/250 Blotto 10% O/N – 4°C 
p88
ITGB1




 CST 9271 Polyclonal Lapin 1/500 BSA 2% O/N – 4°C 
p57
Akt-1




 CST 8599 Monoclonal Lapin  1/500 BSA 2% O/N – 4°C 
p60
Akt-2




 CST 9101 Polyclonal Lapin 1/500 BSA 2% O/N – 4°C 
p42/p44
ERK1/2







sc-181 Polyclonal Lapin 1/250 Blotto 10% O/N – 4°C 




3.5.2 Anticorps secondaires utilisés 
 
Les anticorps secondaires utilisés durant cette étude ont toujours été utilisés de la 
même manière, soit lors d’une incubation d’une heure à température pièce dans du blotto 
10% sans azide à une concentration de 1/1500 suite à un blocage secondaire de 30 minutes 
dans ce même agent bloquant (tableau 6). Ceux-ci étaient exclusivement dirigés contre les 
IgG de lapin, de souris ou de rat, tous couplés à la peroxydase de raifort et provenaient des 
compagnies CST ou Sigma-Aldrich selon l’anticorps concerné. 
 





 de catalogue Couplé à Origine Dilution 















3.6 Nettoyage des membranes avant sondage secondaire 
 
Lorsque l’analyse d’une protéine par immunodétection était terminée, il a parfois été 
nécessaire de nettoyer les membranes afin de retirer les anticorps qui étaient fixés à celle-ci 
afin d’analyser une autre protéine. En effet, cette étape était particulièrement nécessaire lors 
de l’analyse de protéines phosphorylées puisqu’il est préférable d’utiliser la même 
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membrane pour évaluer la phosphorylation relative d’une protéine par rapport à son 
expression totale; ceci permettait d’éviter les variations pouvant survenir entre les 
expériences. Par conséquent, pour nettoyer les membranes, celles-ci ont été incubées 
pendant 20 minutes sur un agitateur à bascule dans une solution à pH 2,9 composée de 
100mM de glycine et de 1% (v/v) de Tween-20. Par la suite, les membranes ont été lavées 
deux fois au PBS 1x pH 7,4 afin de rééquilibrer leur pH. Finalement, les membranes ont été 
incubées avec l’agent bloquant approprié pour l’anticorps primaire suivant. 
 
 
4. Mesure de l’apoptose 
 
4.1 Lyse cellulaire (lyse RIPA) 
 
De manière similaire à la lyse cellulaire pour immunobuvardage de type Western 
décrite à la section 3.1, la récolte cellulaire s’effectue exactement de la même manière; la 
différence majeure vient plutôt de la nature du tampon de lyse utilisé et l’absence de 
sonication. Dans le cas présent, les cellules ont été lysées dans du tampon RIPA 
(radioimmunoprecipitation assay buffer). Celui-ci est composé d’un tampon de base 
[150mM NaCl (Fisher), 50mM Tris-HCl pH 8,0 (Fisher), 1mM DTT (Sigma-Aldrich), 
0,5mM EDTA (Sigma-Aldrich), 1% (v/v) Nonidet P-40 substitute (Roche Applied 
Science), 0,5% (p/v) déoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich), et 0,1% SDS (Fisher)] 
auquel un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases est ajouté [40mM β-glycérophosphate 
(Sigma-Aldrich), 1mM PMSF (Sigma-Aldrich) dans de l’isopropanol (Fisher), 100μM 
vanadate de sodium (Sigma-Aldrich), 0,7μg/mL pepstatine (Sigma-Aldrich), 0,5μg/mL 
leupeptine (Sigma-Aldrich) et 0,5μg/mL aprotinine (Sigma-Aldrich)]. Le volume de 
tampon de lyse variait de 100μL à 300μL selon la taille de la boîte de Pétri et la confluence 
des cellules, de manière à obtenir une concentration protéique d’au moins 1,8μg/μL pour 
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l’essai d’activité enzymatique de la CASP-3 subséquent. (voir section 4.2.1). Suite à l’ajout 
du tampon de lyse, le lysat a été vortexé à des intervalles de 5 minutes pendant 5 secondes 
pour une durée totale de 30 minutes, et conservé sur glace entre ces intervalles. Finalement, 
les lysats cellulaires ont été centrifugés à 13 000rpm à 4˚C (Heraeus, Biofuge fresco), puis 
le surnageant contenant les protéines solubilisées a été récolté dans un nouveau tube 
d’1,5mL. Ces tubes ont été placés à -80˚C jusqu’à leur utilisation. 
 
4.2 Essai fluorométrique mesurant l’activité de la Caspase-3 (CASP-3) 
 
La CASP-3 est une cystéine protéase impliquée dans les premières phases de 
déclenchement de l’apoptose, un type de mort cellulaire programmée. Son activité 
enzymatique peut être mesurée par un essai fluorométrique où des lysats cellulaires sont 
mis en présence d’un substrat pharmacologique, soit dans le cas de la CASP-3, le 7-amino-
4-trifluoromethylcoumarin (Ac-DEVD-AFC) (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY). Ce 
substrat pharmacologique contient un site de clivage (DEVD) pour cette CASP. Ainsi, 
lorsque cette dernière clive le substrat, une molécule d’AFC fluorescente est relâchée et un 
spectrofluoromètre peut capter le signal qu’elle émet à 510nm en l’excitant à 405nm. 
Malheureusement, les substrats des CASP ne sont jamais spécifiques à une seule d’entre 
elles et l’Ac-DEVD-AFC peut également être clivé par la CASP-7 (McStay GP et al., 
2008). Il s’agit d’une limite incontournable de l’essai. 
 
4.2.1 Préparation de l’essai 
 
Tout d’abord, les protéines solubilisées dans le tampon RIPA suite à la lyse cellulaire 
ont été dosées par la méthode Pierce-BCA (Smith PK et al., 1987) avec le kit Pierce-BCA 
Protein Assay (Themo Fisher Scientific). Pour chaque échantillon, une quantité de 90μg de 
protéines suspendues dans un volume de 50μL de RIPA est ajoutée en duplicata dans une 
microplaque de 96 puits noire placée sur de la glace. Ensuite, 50μL de tampon de réaction 
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composé de 1M de DTT (Sigma-Aldrich), 200mM de NaCl (Thermo Fisher Scientific), 
100mM d’HEPES (Thermo Fisher Scientific), 2mM d’EDTA (Sigma-Aldrich), 20% (v/v) 
de glycérol (Thermo Fisher Scientific) et de 0,2% (p/v) de CHAPS (Sigma-Aldrich) a été 
ajouté à chaque puits. Finalement, 5μL de substrat de la CASP-3 1M fut ajouté à chaque 
échantillon pour démarrer la réaction. Une courbe standard d’AFC dilué dans un mélange 
de tampon RIPA et de tampon de réaction en proportions égales permet d’échelonner la 
réaction de 0μM à 20μM d’AFC. De plus, un standard NTC comprenant 50μL de tampon 
de réaction, 50μL de RIPA et 5μL de substrat pharmacologique permet de mesurer les 
bruits de fond en l’absence de protéines. Une fois la plaque préparée, celle-ci a été placée 
dans un spectrofluoromètre préchauffé à 37˚C (Perkin Elmer, Multimode Plate Reader - 
Victor X5, Waltham, MA) qui nous a généreusement été prêté par le laboratoire du Dre 
Rona Graham (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC). Une lecture de la plaque est 
effectuée à une longueur d’ondes de 405nm d’excitation et 510nm d’émission à des 
intervalles de 10 minutes sur une période de 1 heure, et les données sont enregistrées par le 
logiciel associé au spectrofluoromètre (Perkin Elmer 2030 Workstation). 
 
4.2.2 Traitement des données 
 
Pour analyser les données, celles-ci ont été transférées sur Microsoft Excel 2010 
(Microsoft, Redmond, WA). Tout d’abord, les données associées à la courbe standard 
d’AFC ont été compilées afin de déterminer la fluorescence émise selon la concentration 
d’AFC. Une fois la pente de la courbe calculée, une moyenne de la fluorescence a été 
effectuée pour chaque duplicata des échantillons afin de réduire la variabilité associée à la 
préparation de la plaque et le bruit de fond en a été soustrait (le 0μM d’AFC correspond au 
bruit de fond pour la courbe standard, et le standard NTC correspond au bruit de fond pour 
les échantillons). Ainsi, la quantité d’AFC relâché pour chaque échantillon a pu être 
déterminée grâce à la courbe standard. Finalement, la concentration d’AFC a pu être 
rapportée en fonction de la concentration en protéines de chaque échantillon grâce au 
dosage Pierce-BCA effectué avant l’essai : Par conséquent, la valeur de l’activité de la 
CASP-3 est exprimée en μM d’AFC/mg de protéines. 
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5. Mesure de la prolifération par essai BrDU 
Puisque l’intégrine α2β1 est souvent identifiée comme une intégrine favorisant la 
prolifération, nous avons effectué des expériences préliminaires à savoir si c’est bien le cas 
chez les cellules Caco-2/15 en collaboration avec Amélie Sallenbach-Morissette 
(Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Canada), étudiante à la maîtrise dans le laboratoire 
du Dr Jean-François Beaulieu. À l’aide d’une trousse d’anticorps fluorescents provenant de 
la compagnie Roche Applied Science (Basel, Suisse), l’incorporation du BrdU à la place de 
la thymidine lors de la réplication de l’ADN a pu être détectée par immunofluorescence 
puis comptabilisée. La veille de l’essai, les cellules ont été comptées (Bio-Rad, TC20 
Automated Cell Counter) et 400 000 cellules ont été ensemencées sur des lames circulaires 
placées au fond d’une plaque 12 puits (Corning Falcon, Corning, NY). Ainsi, le lendemain, 
les cellules ont été mises en présence de BrdU durant 2 heures, puis celui-ci a pu être 
détecté à l’aide des anticorps dirigés contre lui par microscopie à fluorescence. 
 
6. Analyses statistiques 
 
Lorsque les expériences de l’étude ont été répétées plus d’une fois, les données 
obtenues ont été présentées en fonction de leur moyenne ±l’écart-type ramenée en 
pourcentage par rapport au contrôle. Le nombre de répétitions (N) a été indiqué dans la 
légende des figures. De plus, afin de déterminer la significativité statistique de ces résultats 
pour un intervalle de confiance supérieur à 95%, des tests t de Student ont été effectués à 
l’aide du logiciel GraphPad Prism version 7.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA).
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 RÉSULTATS III - 
 
 
1. Développement des modèles utilisés 
 
Dans un premier temps, nous avons confirmé l’expression d’α2 dans les modèles 
cellulaires utilisés puisque nous avons changé d’anticorps primaire dirigé contre cette sous-
unité depuis nos dernières études sur celle-ci. Ainsi, nous avons effectué une courbe de 
différenciation des cellules Caco-2/15, d’indifférenciées (-2PC) jusqu’à pleinement 
différenciées à 30 jours post-confluence (30PC),  que nous avons analysée par Western blot 
avec le nouvel anticorps. Ceci nous a donc permis de valider le patron d’expression 
différentiel déterminé dans les études précédentes du laboratoire (Figure 6A) (Beauséjour 
M et al., 2013). Effectivement, l’expression d’α2 était la plus élevée chez les cellules 
épithéliales de cryptes et diminuait en fonction de l’état de différenciation cellulaire. 
Ensuite, nous avons vérifié l’expression d’α2 dans les lignées cancéreuses encore par une 
analyse par Western blot, ce qui n’avait pas encore été effectué auparavant (Figure 6B et 
C).  Puisque les cellules HIEC sont des cellules intestinales indifférenciées considérées 
comme normales, nous avons ramené les niveaux d’expression d’α2 par rapport aux 
niveaux de cette lignée. Nous avons ainsi déterminé que chez les cellules Caco-2/15, les 
niveaux d’expression relatifs d’α2 sont semblables à ceux exprimés chez les cellules HIEC. 
Pour les lignées de cellules cancéreuses exhibant une résistance à l’anoïkose, les SW480 et 
les SW620, nous avons déterminé que leurs niveaux d’expression d’α2 représentent 18% de 
ceux présents chez les HIEC. Bref, les cellules Caco-2/15 représentent un bon modèle 
cellulaire exprimant une quantité importante d’α2, alors que les cellules SW480 et SW620, 
quoi que pauvres en α2, représentent à tout le moins un bon modèle de progression du 





  Dans un second temps, nous avons cherché des méthodes efficaces d’atténuer 
l’expression d’α2 dans nos modèles cellulaires. Nos recherches nous ont amenées à essayer 
les shARNs inductibles à la DOX. Malheureusement, après de nombreux essais, nous avons 
déterminé que ceux-ci étaient inefficaces chez les cellules Caco-2/15 ainsi que les SW480 
(Figure 7A et B) et ce, malgré l’expression du gène rapporteur fluorescent qui devrait être 
exprimé simultanément avec le shARN (Figure 8, résultats non présentés pour les SW480 
mais identiques à la figure 9). En effet, chez les SW480, lorsque le shARN était induit à la 
DOX durant 5 jours puis que les cellules aient été mises en suspension ou non, le gène 
rapporteur était bien capté par microscopie à fluorescence. 
 
 D’ailleurs, nous avons remarqué une diminution de la phosphorylation d’ERK1/2, 
un marqueur de son activation, chez ces cellules lorsque le shARN était induit à la DOX et 
ce, même pour le shCNS (Figure 7A et B). Pour vérifier cette observation, nous avons 
cultivé des cellules non infectées avec de la DOX à la même concentration que pour induire 
l’expression du shARN, et nous avons également observé une diminution de la 
phosphorylation d’ERK1/2 dans cette situation (Figure 7C). Par contre, pour les cellules 
SW620, nous avons obtenu une bonne diminution de l’expression d’α2 avec les shARNs 
inductibles sans effet négatif majeur sur l’activation d’ERK1/2 autant chez les cellules 
infectées que les cellules normales (Figure 9, Figure 14C et D). Par conséquent, nous avons 
décidé de poursuivre notre étude avec les shARNs inductibles pour les cellules SW620 
mais de trouver une approche alternative pour réprimer l’expression d’α2 chez les cellules 
Caco-2/15 et les SW480, soit via une transfection avec des siARNs classiques. 
 
Par conséquent, nous avons testé lors d’une analyse préliminaire par Western blot 
lequel parmi les trois siARNs compris dans le kit commercial était le plus efficace pour 
diminuer l’expression d’α2 chez les Caco-2/15. Nos résultats indiquaient que le siARN C 
avait la capacité de faire diminuer l’expression d’α2 de 60% par rapport au siARN contrôle 
(siSR pour Scrambled) en 48 heures (Figure 10A et B). Ce siARN a donc été utilisé pour 
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toutes les analyses subséquentes chez les cellules Caco-2/15 ainsi que les cellules SW480 
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Figure 6. Analyses de l’expression d’α2 dans différentes lignées cellulaires de côlon. (A) Analyse par Western 
blot de l’expression d’α2 sur une courbe de différenciation des Caco-2/15. (N=3) (B) Analyse par Western blot 
de l’expression d’α2 dans différentes lignées cellulaires de côlon. (N=3) (C) Analyse densitométrique de 
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Figure 7. Le shARN inductible à la DOX est inefficace  chez les cellules Caco-2/15 et SW480, et la DOX affecte 
leur activation relative d’ERK1/2. (A) Analyse par Western blot de l’efficacité du shARN et de l’activation relative 
d’ERK1/2 chez les Caco-2/15 (B) Comme en (A) mais pour les SW480. (C) Analyse par Western blot de 
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Figure 8. Micrographies à fluorescence du gène rapporteur fluorescent (RFP) chez les cellules Caco-2/15 infectées avec le 
shCNS (rangée du haut) ou le shα2 (rangée du bas) induites (colonnes de droite) ou non (colonnes de gauche) à la DOX. 




Figure 9.  Micrographies à contraste de phase (première et troisième colonnes) ou à fluorescence (deuxième et 
quatrième colonnes) de cellules SW620 infectées par un shARN contrôle (première et troisième rangées) ou dirigé 
contre α2 (shα2, deuxième et quatrième rangées) qui démontrent l’expression du gène rapporteur de TRIPZ, la 
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Figure 10. Analyses de l’efficacité des siARNs commerciaux dirigés contre α2. (A) Analyse par Western blot de l’efficacité des 
trois siARNs chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées.(N=1) (B) Analyse densitométrique de l’expression relative d’α2 




2. L’intégrine α2β1 pourrait être nécessaire à la survie des cellules épithéliales 
intestinales humaines cancéreuses non résistantes à l’anoïkose, mais ne semble pas 
l’être au cours de la progression vers des stades plus résistants. 
 
2.1 Chez les cellules Caco-2/15 
 
Une fois que les modèles ont été établis, le rôle d’α2 sur la survie a été évalué par 
des essais CASP-3 sur des lysats de cellules dont l’expression de cette sous-unité avait été 
atténuée. Ainsi, chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées où l’approche via siARNs a été 
utilisée, les résultats obtenus lors de ces analyses suggèrent que plus l’efficacité du siARN 
dirigé contre α2 est élevée, plus la CASP-3 est active (Figure 11A). En effet, lorsque 
l’efficacité du siARN était supérieure à 50%, nous avons observé une augmentation de 
l’activité de la CASP-3 de 61% par rapport aux cellules contrôles. Par contre, lorsque 
l’atténuation de son expression était inférieure à 50%, il n’y avait pas de différence par 
rapport aux cellules contrôles (Figure 11B). Lorsque les résultats des trois essais CASP-3 
sont rassemblés, l’effet d’augmentation de l’activité est toutefois masqué (Figure 11C). 
Ainsi, la différence observée entre ces situations nous porte à croire que l’intégrine α2β1 
pourrait promouvoir la survie cellulaire tant qu’elle est présente en quantité suffisante.  
 
 
2.2 Chez les cellules SW480 et SW620 
 
Pour les cellules SW480 qui ont une résistance intermédiaire à l’anoïkose, le fait de 
diminuer l’expression d’α2 ne semble pas influencer la survie cellulaire autant chez les 
cellules adhérentes que les cellules en suspension (Figure 12A). Ceci a également été notre 
observation pour les cellules SW620 qui sont fortement résistantes à l’anoïkose (Figure 
12B). Bref, l’intégrine α2β1 pourrait avoir un impact sur la survie des cellules Caco-2/15, 
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mais elle n’est probablement pas requise à la survie des cellules SW480 et SW620, autant 




Figure 11. Rôle de l’intégrine α2β1 dans la survie des cellules carcinomateuses de côlon non résistantes à l’anoïkose. 
(A) Analyse de l’activité de la CASP-3 lorsque l’expression de la sous-unité α2 est diminuée à plus de 50% (N=1) (B) 
Analyse de l’activité de la CASP-3 lorsque l’expression de la sous-unité α2 est diminuée à moins de 50% (N=2) 







Figure 12. Rôle de l’intégrine α2β1 dans la survie des cellules carcinomateuses de côlon résistantes à 
l’anoïkose. (A) Analyse de l’activité de la CASP-3 chez les cellules SW480 transfectées avec les siARNs, 
adhérentes ou en suspension (N=1) (B) Analyse de l’activité de la CASP-3 chez les cellules SW620 infectées 




3. L’expression de l’intégrine α5β1 augmente lors de la perte d’expression d’α2 chez 
les cellules épithéliales intestinales cancéreuses non résistantes à l’anoïkose, mais pas 
chez celles qui y exhibent une résistance. 
 
3.1 Chez les cellules Caco-2/15 
 
 La compensation par d’autres protéines est bien connue pour les familles de 
protéines ayant des rôles majeurs chez les cellules (Patsos G et al., 2009), et l’intégrine 
α2β1 n’en est pas exclue. En effet, son expression est tellement grande chez les cellules 
Caco-2/15 indifférenciées que les effets limités de l’atténuation d’α2 observée à la section 2 
pourraient suggérer l’implication compensatrice d’un autre récepteur tel qu’une autre 
intégrine (Beauséjour M et al., 2013). Une analyse par Western blot de ces cellules nous a 
permis de déterminer que l’expression de la sous-unité α5 venait à doubler lorsque 
l’expression de la sous-unité α2 était atténuée à plus de 40% (Figure 13A et B). D’ailleurs, 
cette augmentation de l’expression est statistiquement significative tel que déterminé par un 
test t de Student (p=0.0035). Par contre, lorsque l’efficacité du siARN ne permettait pas 
d’atteindre une atténuation supérieure à 40%, l’analyse par Western blot suggère que cette 
compensation n’aurait pas lieu (p=0.354) (Figure 13C et D). Cependant, ces résultats 
n’empêchent pas la possibilité que d’autres intégrines ou même d’autres récepteurs puissent 
compenser la perte d’α2. Effectivement, l’augmentation de l’expression d’α5β1 reste à être 
étudiée d’un point de vue fonctionnel afin de confirmer son implication dans la 
compensation de la perte d’expression d’α2, puisque les niveaux d’expression et la 







3.2 Chez les cellules SW480 et SW620 
 
La compensation par d’autres protéines est d’autant plus étudiée en contexte de cancer 
puisqu’il s’agit d’une des manières que les cellules cancéreuses utilisent pour continuer à 
vivre et proliférer malgré l’inhibition ou l’atténuation de protéines normalement nécessaires 
à ces processus (El-Brolosy MA et Stainier DYR, 2017; Jackson JG et Pereira-Smith OM, 
2006; Mulligan GJ et al., 1998). Chez les lignées cancéreuses, les résultats n’indiquent pas 
d’augmentation statistiquement significative de l’augmentation de l’expression d’α5 chez 
les cellules SW480 (Figure 14A et B). De plus, chez les cellules SW620, l’expression d’α5 
diminue autant avec le shCNS que le shα2; la DOX semble donc avoir un effet négatif sur 
son expression et nous excluons donc ces résultats de notre analyse (Figure 14C et D). 






Figure 13. L’expression de l’intégrine α5β1 augmente quand l’expression d’α2β1 diminue chez les cellules Caco-
2/15 indifférenciées. (A,B) Analyse densitométrique représentative (n=5) de Western blots présentant l’expression 
d’α5 lorsque l’expression d’α2 diminue de 60% ou plus (p=0.0035). (C,D) Analyse densitométrique de Western blots 
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Figure 14. L’intégrine α5β1 ne semble pas compenser la perte d’α2 par une augmentation de son expression chez les 
cellules carcinomateuses de côlon résistantes à l’anoïkose. (A) Analyse par Western blot de l’expression relative 
d’α5 chez les cellules SW480 transfectées avec les siARNs, adhérentes ou en suspension (N=3). (B) Analyse 
densitométrique de (A) (p=0.589 pour les cellules adhérentes, p=0.391 pour les cellules en suspension). (C et D) 




4. Les effecteurs de la signalisation pro-survie sont affectés par l’atténuation de 
l’expression d’α2. 
 
 Les intégrines sont des récepteurs qui contrôlent directement un type de mort 
cellulaire, soit l’anoïkose, et il a été démontré à de maintes reprises que cette régulation 
s’effectuait d’abord via l’activation des voies PI3K/Akt et MAPK/ERK. Il est donc évident 
que l’atténuation de l’une d’entre elles affecte la signalisation impliquée dans la survie 
cellulaire. De plus, la compensation par d’autres récepteurs membranaires va 
inévitablement l’affecter aussi. Effectivement, lorsqu’on évalue par Western blot quelques 
molécules effectrices de la survie cellulaire telles qu’Akt-1, Akt-2 et ERK1/2, des 
modulations peuvent être observées. Cependant, ces modulations peuvent varier en 
fonction du modèle cellulaire utilisé.  
 
4.1 Modulation de l’activation relative d’Akt-1 
 
Pour ce qui est de la phosphorylation relative d’Akt-1 sur sa sérine 473 en fonction 
de l’expression totale d’Akt-1, il est impossible d’y tirer des conclusions chez les cellules 
Caco-2/15 indifférenciées puisqu’il n’y a pas de consensus dans les résultats (Figure 15C): 
En effet, le ratio de phosphorylation augmente ou diminue indépendamment de l’efficacité 
de la transfection (p= 0.774). Ceci était également le cas chez les cellules SW480 en 
adhésion (p=0.605) mais pas chez ces mêmes cellules en suspension (Figure 16C). 
Effectivement, dans ce cas, l’activation relative d’Akt-1 augmentait pour le N=2, mais le 
résultat n’était pas statistiquement significatif (p=0.136). Pour les cellules SW620, nous 
avons observé une augmentation de 315% pour les cellules en adhésion mais une 





4.2 Modulation de l’activation relative d’Akt-2 
 
L’activation relative d’Akt-2 avait tendance à diminuer chez les Caco-2/15, mais ce 
résultat n’était pas statistiquement significatif (p=0.067) (Figure 15D). Pour ce qui est des 
cellules SW480 (Figure 16D), nous avons obtenu un résultat semblable à celui des Caco-
2/15 pour les cellules adhérentes, soit une apparente diminution de l’activation relative, 
mais qui n’est également pas statistiquement significative (p=0.188). Pour les cellules en 
suspension, il n’y avait pas de consensus pour celles-ci puisque l’activation relative a 
augmenté dans un cas et diminué lorsque nous avons répété l’expérience (p=0.630). Par 
ailleurs, pour les cellules SW620, une apparente diminution de l’activation relative a 
également été observée, mais ceci pourrait être dû à la DOX puisqu’on observe aussi ce 
résultat chez les cellules ayant été infectées avec le shARN contrôle (Figure 17C). 
 
4.3 Modulation de l’activation relative d’ERK1/2 
 
Pour ERK1/2, nous avons noté une diminution fortement significative de 
l’activation relative de ces kinases chez les cellules Caco-2/15 (p<0.0001), suggérant ainsi 
un lien entre l’intégrine α2β1 et la voie MAPK/ERK dans ce modèle cellulaire (Figure 
15E). Au contraire, pour les cellules SW480 adhérentes, nous avons plutôt noté une 
augmentation significative de leur phosphorylation relative (p=0.021), mais il n’y avait pas 
de consensus établi chez les cellules en suspension (Figure 16E). Pour terminer avec 
ERK1/2, il n’y avait pas d’effets chez les cellules SW620 adhérentes, mais une forte 
augmentation chez les cellules en suspension (Figure 17D). Toutefois, cet effet est 
également observé chez les cellules ayant été infectées par le shCNS et pourrait donc être 




En résumé, la diminution de l’expression d’α2 a un effet direct sur l’activation 
relative d’ERK1/2 chez les cellules Caco-2/15 ainsi que chez les cellules SW480 mais 
l’effet sur les autres effecteurs semble moins défini. Ceci pourrait être dû à un effet de 
compensation par d’autres protéines qui les modulent également, ou que l’intégrine α2β1 
n’est simplement pas impliquée dans ces voies de signalisation selon le cas. D’autres études 
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Figure 15.  La signalisation pro-survie est affectée chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées lorsque l’expression d’α2 
est atténuée de 35 à 83%. (A)  Analyse par Western blot des formes phosphorylées d’Akt-1, Akt-2 et ERK1/2 par rapport 
à leur expression totale (N≥7). (B) Analyse par Western blot comme en (A) de la forme phosphorylée d’Akt-1 par rapport 
à son expression totale quand le ratio augmente (C) Analyse  représentative (N=7) de l’activation relative d’Akt-1  entre 
les cellules ayant été transfectées avec un siARN dirigé contre α2 par rapport au si contrôle (siSR) (p=0.7742). (D)  
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Figure 16. La signalisation pro-survie semble peu affectée chez les cellules SW480 en suspension ou non, et dont 
l’expression d’α2 est atténuée par siARNs. (A) Analyse par Western blot de l’activation d’Akt-1, Akt-2 et ERK1/2 
relativement à l’expression totale de ces protéines. (B) Comme (A) mais pour une expérience indépendante présentant des 
effets contraires. (C, D, E) Analyses densitométriques de l’activation relative d’Akt-1(N=2), Akt-2 (N=2) et ERK1/2 
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Figure 17. La signalisation pro-survie semble ne semble pas affectée chez les cellules SW620 en suspension ou non, et 
dont l’expression d’α2 est atténuée par shARNs inductibles. (A) Analyse par Western blot de l’activation des protéines 
associées à la survie et de leur expression totale (N=1). (B, C et D) Analyses densitométriques de l’activation relative 
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5. L’intégrine α2β1 n’est pas nécessaire à la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales humaines carcinomateuses indifférenciées. 
 
 Nous avons effectué une étude préliminaire afin d’évaluer son rôle dans la 
prolifération des Caco-2/15 indifférenciées. Plusieurs études ont déjà associé α2β1 à la 
prolifération, notamment vu sa capacité de signaler via la voie MAPK/ERK, ce que nous 
avons également observé (Naci D et al., 2014; Grzesiak JJ et al., 2005; Rao WH et al., 
2000). Pour ce faire, nous avons effectué un essai d’incorporation de BrdU à l’ADN des 
Caco-2/15 ayant été transfectées avec le même siARN que présenté précédemment (Figure 
18A et B). Cet essai a démontré que la diminution de l’expression d’α2 de 35 à 83% n’a pas 
d’effet significatif sur ce modèle cellulaire (p=0.112). En effet, lorsque le nombre de 
cellules ayant incorporé le BrdU est comparé au nombre de cellules totales, soient les 
cellules marquées au DAPI, il n’y a pas de différence notable entre les cellules ayant été 
transfectées avec le siARN contrôle et le siARN dirigé contre la sous-unité α2. Afin de 
confirmer ce résultat, l’expression de la Cycline D1 a été vérifiée en Western blot et 
analysée par densitométrie (p=0.427) par rapport à l’actine (Figure 18, C et D), et la même 
conclusion a été tirée : l’intégrine α2β1 ne semble pas avoir d’impact majeur sur la 
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Figure 18. Mesure de la prolifération des Caco-2/15 sous-confluentes transfectées avec un siARN contrôle (N=2) ou 
dirigé contre la sous-unité α2 des intégrines (N=3) (A) Micrographies à fluorescence représentant l’incorporation du 
BrdU à l’ADN. Les noyaux ont été marqués au DAPI (colonne de droite) (B) Décompte des cellules ayant incorporé le 
BrdU par rapport au nombre de cellules marquées au DAPI, ramené en pourcentage. (p=0.1124) (C) Western blot 
démontrant l’expression de la cycline D1 (D) Analyse densitométrique l’expression de la cycline D1 en fonction de 




IV - DISCUSSION 
 
 
La présente étude s’est principalement intéressée au rôle de l’intégrine α2β1 chez les 
entérocytes humains. De manière plus précise, elle a porté sur ses rôles sur la survie 
cellulaire et donc sa capacité à supprimer l’anoïkose chez les entérocytes humain au long de 
la progression du cancer colorectal, avec un aperçu sur son implication dans la prolifération 
cellulaire.  
 
Précédemment au laboratoire, il avait été démontré via une approche basée sur 
l’utilisation d’anticorps bloquants qu’α2 était nécessaire à la survie des cellules HIEC, une 
lignée d’entérocytes indifférenciés normaux. En se basant sur ces observations, nous avons 
voulu explorer les rôles d’α2 dans la suppression de l’anoïkose au cours de la progression 
du cancer colorectal à l’aide de lignées cellulaires qui exhibent des niveaux variables de 
résistance à l’anoïkose : les Caco-2/15 (très faible), les SW480 (faible) et les SW620 (fort). 
Ainsi, la première partie de l’étude consistait tout d’abord à évaluer le profil d’expression 
d’α2 chez les lignées cellulaires choisies, puis d’établir des modèles cellulaires qui 
permettraient d’atténuer efficacement son expression dans celles-ci. Puisque chaque lignée 
est différente, il fallait s’assurer que les méthodes étaient valides pour chacune de celles-ci. 
Nous avons donc sélectionné une approche par siARNs pour les Caco-2/15 et les SW480, 
et des shARNs inductibles à la DOX pour les SW620. Ensuite, la seconde partie de l’étude 
touchait directement l’effet de l’atténuation de l’expression d’α2 sur la survie 
cellulaire/suppression de l’anoïkose par des essais mesurant l’activité de la CASP-3 chez 
les trois lignées. La troisième partie de l’étude consistait à identifier des intégrines qui 
pouvaient potentiellement chercher à compenser la perte d’α2, puisqu’il s’agit d’un 
mécanisme de régulation qui a souvent été observé dans les études impliquant des protéines 
abondantes chez les cellules (Kinsey WH, 2014). Les résultats obtenus nous ont menés à 
investiguer la signalisation de survie impliquée en conditions où l’expression d’α2 était 
atténuée, notamment via les effecteurs Akt-1, Akt-2 et ERK1/2. Finalement, la dernière 
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partie de l’étude a consisté en un bref aperçu du rôle d’α2 dans la prolifération cellulaire 
chez les Caco-2/15 indifférenciées, rôle qui lui est attribué dans de nombreux tissus.  
 
Globalement, les données obtenues suggèrent qu’α2 pourrait effectivement avoir un 
rôle dans la survie cellulaire des Caco-2/15, rôle qui n’est peut-être pas présent chez les 
SW480 et les SW620.  
 
 
1. Développement des modèles utilisés; des shARNs inductibles aux siARNs 
classiques 
 
Les premières études dans le laboratoire avaient déterminé que l’intégrine α2β1 
exerce un rôle dans la survie des cellules entérocytaires indifférenciées, les HIEC 
(Thibodeau S, 2011; Beauséjour M et al., 2013). Toutefois, cette étude utilisait des 
anticorps bloquants dirigés contre la sous-unité α2 et donc qui avaient le potentiel de créer 
un encombrement stérique dans les regroupements d’intégrines ("clustering"), ce qui peut 
se produire facilement chez les protéines à proximité comme les molécules d’adhésion 
(Sharma et al., 2007). Par conséquent, puisque ces regroupements d’intégrines sont 
hétérogènes ou par un manque de spécificité de l’anticorps, l’effet observé aurait pu être 
faussement attribué à l’intégrine α2β1 (Welf ES et al., 2009). Ainsi, pour valider ces 
résultats, il fallait trouver une méthode pour atténuer l’expression d’α2 spécifiquement.  
 
Nous avons donc commencé par établir des modèles appropriés pour chaque lignée 
cellulaire choisie. Tout d’abord, nous avons tenté d’utiliser une approche basée sur 
l’utilisation de shARNs inductibles à la DOX qui semblait prometteuse chez les cellules 
Caco-2/15 différenciées qui sont difficiles, voire impossibles, à infecter. Ces shARNs 
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fonctionnent comme des shARNs classiques, à savoir qu’ils se font transcrire en ARN 
double-brins (dsARN) et se font convertir en siARNs par la machinerie RISC ("RNA-
induced silencing complex") et ses partenaires (GE Dharmacon). Par contre, les données 
que nous avons obtenues nous ont portées à croire que l’inefficacité du shARN coïncidait 
avec une forte baisse de l’activation relative d’ERK1/2 chez les cellules Caco-2/15 et 
SW480 lorsque l’expression des shARNs était induite à la DOX à 1μg/mL et ce, même 
avec le shCNS. En effet, nous l’avons observée chez les cellules Caco-2/15 et les SW480 
mais pas chez les SW620 où le shARN était efficace. Une recherche sur les effets de la 
DOX ou des tétracyclines en général (la classe d’antibiotiques dont fait partie la DOX) 
n’ont pas retourné d’effets reconnus officiellement sur la phosphorylation d’ERK1/2. Par 
contre, une recherche en profondeur de la littérature scientifique a ressorti quatre articles 
faisant un lien entre la DOX, les MAP kinases et/ou de la prolifération. Il est bien connu 
que la voie MAPK/ERK régule la prolifération des cellules (Mebratu Y et Tesfaigzi Y, 
2009), donc nous avons également recherché des articles référant à ce processus cellulaire. 
Ce qui est ressorti de nos lectures est que d’autres équipes ont effectivement observé de tels 
effets. Notamment, l’équipe de Hyun-Seung Kim et al. a observé cet effet chez des cellules 
épithéliales de cornée cultivées en présence de DOX à 10μg/mL. En effet, lorsqu’ils 
stimulaient la voie avec du TGF-β1, le fait d’ajouter la DOX diminuait le niveau 
d’activation relative à son niveau de base. De plus, l’équipe a également observé cet effet 
sur les autres voies des MAP kinases, soient les voies p38 et JNK, qui pourtant n’ont aucun 
module d’activation commun (Hommes DW et al., 2003). Dans le même ordre d’idée, 
Flávia V. Santa-Cecília et son équipe ont rapporté une diminution de l’activation relative de 
la MAP kinase p38 ainsi qu’une diminution de la translocation de NF-κB ("Nuclear-factor 
kappa-B") au noyau chez des cultures primaires de cellules microgliales de souris stimulées 
au LPS, puis cultivées en présence de DOX de 20μM à 250μM (8,89μg/mL à 111,12 
μg/mL). Par ailleurs, l’équipe de Toshinao Onoda et al. a quant à elle observé un arrêt de la 
prolifération en phase G0/G1 du cycle cellulaire lorsqu’ils cultivaient des cellules HT29 et 
LS174T, deux lignées de cellules carcinomateuses de côlon, en présence de DOX à 
10μg/mL. Aussi, l’équipe a observé une diminution de la croissance cellulaire dose-
dépendante avec la DOX. Le dernier article pertinent provient de l’équipe de Rose S. Fife 
et al. qui a étudié l’effet de la DOX sur sept lignées de cellules d’ostéosarcomes. Ils ont pu 
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observer une diminution de la croissance des cellules ainsi qu’une diminution de la 
prolifération de 3 à 7 fois par rapport aux contrôles et ce, chez les cellules cultivées en 
présence de 5 ou 10μg/mL de DOX pour 48 heures. Les concentrations de DOX utilisées 
dans ces études sont nettement supérieures au 1μg/mL utilisé dans la présente étude, ce qui 
suggère que les cellules d’adénocarcinome de côlon pourraient être particulièrement 
sensibles à cet antibiotique. En résumé, même si les tétracyclines n’ont pas d’effets 
spécifiques répertoriés sur l’activation relative d’ERK1/2, il semble qu’un effet indirect de 
la DOX ait été répertorié à quelques reprises par différentes équipes sur différentes lignées 
cellulaires. La cause de cet effet n’a pas encore été déterminée mais il serait intéressant de 
vérifier l’activité de phosphatases non spécifiques telles que les phosphatases nucléaires 
DUSP1/MKP-1, qui n’a pas de spécificité entre les trois voies, ou bien de DUSP4/MKP-2, 
qui a une préférence pour ERK1/2 et JNK mais peut également déphosphoryler p38 (Caunt 
CJ et Keyse SM, 2013). En effet, puisque les trois voies des MAP kinases n’ont pas de 
module d’activation commun, il est possible que la DOX pourrait au contraire stimuler un 
module d’inactivation qui leur est commun (Hommes DW et al., 2003). 
 
Ceci nous a mené à nous questionner sur le rôle qu’ERK1/2 pourrait avoir dans le 
processus de maturation des shARNs, ce qui pourrait expliquer l’inefficacité du shARN. En 
effet, lorsqu’ERK1/2 sont activées, elles phosphorylent à leur tour une panoplie d’autres 
molécules dont notamment la protéine TAR-RNA Binding Protein  (TRBP) (Paroo et al., 
2009, Benoit MP et Plevin MJ, 2013). Celle-ci fait partie du "RISC loading complex" avec 
ses partenaires Dicer et Argonaute 2 (AGO), un complexe essentiel au chargement des 
fragments des dsARNs dans le complexe RISC. Le RISC loading complex sert 
principalement à processer les dsARNs en siARNs qui seront chargés dans le RISC pour 
procéder à l’interférence avec l’ARNm et ainsi empêcher la traduction des protéines 
concernées (Wang HW et al., 2009, Rao DD et al., 2009). Le rôle de TRBP dans ce 
complexe est d’assister Dicer dans son clivage du dsARN en liant celui-ci avec ses deux 
sites de liaisons (Song MS et Rossi JJ, 2017). Ensuite, les dsARNs clivés se font lier par 
une protéine AGO qui choisira le brin le plus instable pour le charger dans le RISC et qui 
servira à la reconnaissance de l’ARNm visé par le siARN (Kim VN et al., 2009; Schwarz 
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DS et al., 2003). Ainsi, si ERK1/2 ne sont pas suffisamment activées, il est possible 
qu’elles ne puissent pas phosphoryler TRBP, empêchant du même coup la formation du 
RISC-loading complex et bien sûr, la maturation des shARNs. D’ailleurs, une étude 
effectuée par KH Kok et son équipe en 2007 a démontré qu’il y a une forte inhibition du 
silençage génétique médié par les shARNs mais pas par les siARNs lorsque TRBP est 
délétée chez des cellules HEK293T en culture (Kok KH et al., 2007). De plus, une autre 
étude par Murchison et son équipe a démontré que des cellules souches de souris murines 
déficientes en Dicer pouvaient charger des siARNs dans le RISC malgré l’absence de cette 
protéine, suggérant que cette machinerie n’est nécessaire qu’à la maturation des dsARNs en 
siARNs ou des pré-miARNs en miARNs mais pas à l’interférence elle-même (Murchison 
EP et al., 2005). Ainsi, nous avançons comme hypothèse que la DOX inhibe indirectement 
ERK1/2, l’empêchant de phosphoryler TRBP et donc, inhibe le processus de maturation 
des shARNs. Cette hypothèse expliquerait pourquoi nos cellules survivent à une sélection à 
la puromycine puisque le shARN s’est nécessairement intégré à l’ADN des cellules, mais 
aussi pourquoi le gène rapporteur fluorescent est exprimé mais que le shARN est 
inefficace; ce dernier serait bel et bien exprimé mais immature. Bien sûr, ceci pourrait 
varier en fonction des tissus, du type cellulaire et de leur sensibilité à la DOX, et demeure 
une hypothèse à vérifier en laboratoire. 
 
Par ailleurs, il est possible que cette hypothèse soit erronée et que l’inefficacité des 
shARNs soit due à d’autres facteurs. Par exemple, il est possible que la séquence cible n’est 
pas été propice à l’atténuation de l’expression d’α2 : En effet, il aurait fallu tester plus 
d’une séquence afin de sélectionner la plus efficace (Moore CB et al., 2010). Il existe de 
nombreux algorithmes sur Internet, comme par exemple le siRNA Wizard d’InvivoGen, qui 
auraient pu nous aider à choisir une séquence plus appropriée que celle du shARN 
commercial. De plus, il est également possible que l’inefficacité soit due à l’accessibilité du 
site sur l’ARNm ciblé par le shARN à cause de la structure secondaire de ce dernier ou par 
encombrement par d’autres protéines (Overhoff M et al., 2005, Brown KM et al., 2005, 
Westerhout EM et al., 2005, Cullen BR, 2006). Finalement, il est également possible que le 
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shARN ne soit simplement pas compatible avec les lignées cellulaires utilisées et qu’il 
s’incorpore à un locus inadéquat dans leur ADN génomique (Gierman, HJ et al., 2007). 
 
Finalement, l’utilisation d’un siARN nous a permis d’atténuer l’expression d’α2 en 
évitant toutes les variabilités causées par la DOX chez les cellules Caco-2/15 et les SW480. 
Toutefois, l’efficacité du siARN qui variait de 38 à 83% aurait pu être plus constante s’il 
avait été aliquoté à son arrivée, ce qui n’a malheureusement pas été fait. Par contre, la 
variation nous a permis d’observer différents effets en fonction du niveau d’expression 
d’α2. Suite à cette observation, il aurait été intéressant de transfecter des cellules avec les 
siARNs moins efficaces de la trousse Origene afin d’étudier les effets d’une atténuation 
intermédiaire de l’expression d’α2. Aussi, considérant le temps de demi-vie très long d’α2, 
il aurait été pertinent d’allonger le temps d’incubation des cellules pour augmenter 
l’efficacité du siARN. Cette incubation de plus longue durée aurait permis de trypsiniser les 
cellules une fois, et ainsi de causer le renouvellement des intégrines exprimées par les 
cellules, favorisant encore davantage le siARN. Pour les SW620, nous avons utilisé les 
shARNs inductibles puisqu’ils pouvaient efficacement atténuer l’expression d’α2 mais nos 
études subséquentes semblent indiquer que la DOX induit une variabilité non négligeable 
sur plusieurs effecteurs. Par conséquent, il aurait été préférable d’utiliser une autre 
approche chez cette lignée cellulaire aussi. 
 
2. Rôles d’α2β1 dans la survie des cellules épithéliales intestinales humaines au cours 
de la progression du cancer colorectal  
 
Dans une étude portant sur la survie des cellules mésenchymateuses souches cultivées 
sur du collagène de type I, il a été démontré qu’une diminution de l’expression d’α2 menait 
à une augmentation de l’apoptose via une diminution de l’activation relative d’Akt ainsi 
qu’une augmentation de l’expression de l’homologue Bcl-2 pro-apoptotique Bax (Popov C 
et al., 2011). À l’opposé, une étude effectuée sur les cellules d’ovaires de hamster Chinois 
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(CHO) a démontré que lorsque celles-ci sont cultivées sur de la fibronectine, l’intégrine 
α5β1 stimule fortement la voie PI3K/Akt pour augmenter l’expression de Bcl-2, un 
homologue anti-apoptotique (Matter ML et Ruoslahti E, 2001). Chez les cellules HIEC, 
soient des cellules intestinales normales indifférenciées, et les cellules carcinomateuses de 
côlon, il a été démontré que l’intégrine α8β1 les sensibilise à l’anoïkose (Benoît YD et al., 
2010).  
Bref, les intégrines ont des effets sur les processus cellulaires qui peuvent varier en 
fonction de la composition de la matrice extracellulaire, du type cellulaire, du contexte 
cellulaire et même de l’intégrine impliquée. Ce que nous avons observé au cours de l’étude 
est que chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées, il semblerait y avoir une augmentation 
de l’activité de la CASP-3 lorsque l’atténuation de l’expression d’α2 est supérieure à 50% 
mais pas dans le cas contraire. Ainsi, il est possible que l’intégrine α2β1 soit requise pour la 
survie de ces cellules mais il se pourrait également que les intégrines qui compensent la 
perte d’α2 sensibilisent les cellules à l’apoptose. Toutefois, ce sont des résultats qu’il reste 
à confirmer et qu’il serait intéressant d’étudier plus en profondeur puisqu’une augmentation 
de l’activité de la CASP-3, quoi qu’élevée pour des Caco-2/15, ne signifie pas 
nécessairement que les cellules meurent en bloc. Une expérience pertinente à réaliser pour 
directement vérifier s’il y a augmentation de l’apoptose serait un ISEL qui permettrait 
d’identifier les noyaux apoptotiques par immunofluorescence. Finalement, chez les cellules 
SW480 et SW620 où l’expression d’α2 a également été atténuée, les résultats obtenus 
suggèrent que l’activité de la CASP-3 ne varient pas suffisamment pour nous indiquer que 
l’intégrine α2β1 serait nécessaire à la survie de ces deux lignées. Cependant, ces résultats 
restent à confirmer pour en tirer de réelles conclusions. En résumé, nos modèles cellulaires 
ne semblent pas établir de lien entre la progression du cancer vers des stades de plus en plus 
résistants à l’anoïkose et la capacité de l’intégrine α2β1 à inhiber cette mort cellulaire; 





3. Compensation de la perte d’expression d’α2β1 par α5β1 chez les cellules 
épithéliales intestinales carcinomateuses non résistantes à l’anoïkose, mais pas chez 
celles qui y exhibent une résistance. 
 
 La compensation par l’augmentation de l’expression de l’intégrine α5β1, quoi 
qu’intrigante considérant qu’il s’agit d’une intégrine préférant lier la fibronectine alors 
qu’α2β1 lie plutôt le collagène, n’est pas aussi inattendue qu’on pourrait croire. En effet, 
plusieurs autres études démontrent qu’il semble exister une ligne de communication entre 
ces deux intégrines. Par exemple, cette communication a été observée dans la progression 
du cancer colorectal jusqu’à la formation de métastases au foie. Effectivement, chez les 
cellules HCT-116 qui sont des cellules carcinomateuses de côlon, l’intégrine α5β1 
modulerait l’expression ou l’activité d’α2β1 lorsqu’elles sont cultivées avec du milieu 
conditionné par des cellules hépatiques, la lignée IHH (Pelillo et al., 2015). Sous ces 
conditions et en présence d’anticorps bloquants dirigés contre α5, l’expression relative d’α2 
chute jusqu’à être pratiquement nulle. Ainsi, les auteurs de l’étude avancent qu’il existerait 
une coopération entre ces deux intégrines pour moduler l’adhésion des cellules 
carcinomateuses de côlon et leur progression vers l’invasion du foie. Selon eux, ceci serait 
dû au fait que l’intégrine α5β1 a été rapportée comme étant un des régulateurs clés de 
l’invasion des hépatocarcinomes et que les lignées carcinomateuses de côlon les plus 
invasives sont celles exprimant le plus fortement l’intégrine α5β1 (Yang C et al., 2003; 
Janouskova H et al., 2013). De plus, d’autres études chez les cellules HT29 où les 
chercheurs ont forcé l’expression de novo d’α5, son expression de base étant très faible, a 
démontré une résistance à l’apoptose par privation de sérum supérieure aux cellules HT29 
normales, ainsi qu’un arrêt de croissance réversible lorsque les cellules étaient cultivées en 
présence de fibronectine (O’Brien V et al., 1996; Varner JA et al., 1995). Par ailleurs, le 
fait de bloquer l’intégrine α2β1 inhiberait la migration, la formation de métastases et la 
progression dans le cycle cellulaire des HT29 et des DHDK12, des cellules cancéreuses de 
côlon de rat (Robertson JH et al., 2009; van der Bij GJ et al., 2008; Honoré S et al., 2003). 
Les deux intégrines auraient donc des fonctions similaires malgré leurs préférences pour 
des ligands différents.  
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Pour notre part, l’étude a également démontré une apparente coopération entre ces 
deux intégrines chez les cellules Caco-2/15 via une augmentation de l’expression d’α5 
lorsque l’expression d’α2 était diminuée. Cependant, cette coopération ne semble pas être 
présente chez les cellules SW480 en adhésion alors que les cellules en suspension ont 
tendance à augmenter son expression de manière non significative. Cette augmentation 
pourrait être causée par les cellules cherchant à se trouver des points d’ancrages en 
augmentant leur répertoire d’intégrines et ainsi échapper à la mort cellulaire puisqu’elles 
n’y sont que moyennement résistantes (Paoli P et al., 2013). Chez les cellules SW620, 
l’expression d’α5 avait plutôt tendance à diminuer chez les cellules en adhésion ainsi que 
chez les cellules en suspension, allant à l’encontre des observations chez d’autres lignées 
carcinomateuses de côlon utilisées dans les études présentées précédemment. Toutefois, il 
demeure vrai que l’expression d’α2 est faible chez ces lignées cancéreuses donc la 
compensation n’y est peut-être pas nécessaire. Pour les Caco-2/15 où la compensation se 
produit, il est possible que comme pour les SW480, ce soit dans le but de sauver les cellules 
de la mort cellulaire en augmentant l’activation des signaux de survie. Toutefois, l’essai 
CASP-3 semblait suggérer qu’il y avait une augmentation de son activité chez les cellules 
Caco-2/15 où l’expression d’α2 diminuait au-delà de 50% et dont l’expression d’α5 
doublait. Bien sûr, ces résultats restent à confirmer, mais il serait intéressant d’atténuer 
également l’expression d’α5 avec un second siARN pour vérifier si l’atténuation de ces 
deux intégrines causerait une plus forte augmentation de l’activation de la CASP-3, et peut-
être de la mort cellulaire. Il est également intéressant de noter que des études ayant eu lieu 
précédemment au laboratoire ont établi que chez les cellules HIEC, les intégrines qui 
étaient nécessaires à leur survie étaient celles comprenant les sous-unités α2, α5 ainsi qu’α6 
(Beauséjour M et al., 2013). Malgré le fait que les lignées cellulaires utilisées dans cette 
étude et dans la présente étude ont des caractéristiques différentes,  il demeure qu’elles sont 
toutes deux des cellules intestinales indifférenciées et qu’il n’est pas rare d’obtenir les 
mêmes résultats entre ces modèles comme il a été observé à maintes reprises au laboratoire 
dans le passé. Le fait que deux de ces intégrines ressortent également de notre étude 
soutient qu’elles ont des rôles majeurs dans la survie des cellules intestinales 
indifférenciées. Ainsi, il serait intéressant de vérifier également l’expression d’α6 lorsque 
l’expression d’α2 est atténuée. 
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Par ailleurs, la présence de collagène de type IV sécrété par les Caco-2/15 indique la 
possibilité que l’intégrine α1β1 pourrait compenser aussi chez cette lignée lorsque 
l’expression d’α2 est atténuée puisqu’il s’agit de son ligand principal (Eble JA et al., 1993). 
Aussi, il a déjà été démontré qu’α2β1 compensait pour la perte d’α1β1 chez les 
leiomyosarcomes, démontrant qu’une coopération entre ces intégrines n’est pas impossible 
(Mechtersheimer G et al., 1994). D’ailleurs, la séquence de leurs domaines extracellulaires 
est homologue à environ 50% et elles sont reconnues pour lier les mêmes ligands mais avec 
des affinités différentes (Skinner et al., 1994). Des études ont attribué précédemment à 
α1β1 des rôles dans la prolifération cellulaire via l’activation de la voie MAPK/ERK, la 
même qui semble être activée par α2β1 dans la présente étude (section 4) (Giancotti FG, 
1997). Dans l’épithélium intestinal, l’intégrine α1β1 est exprimée chez les cellules de 
cryptes de l’intestin grêle ainsi que dans le côlon, tout comme α2β1 (Boudjadi S et al., 
2013; Beaulieu JF et al., 1992). Il a également été démontré qu’il y a augmentation des 
mARNs d’α1 dans 86% des tumeurs de cancer colorectal et qu’elle médie la régulation de 
la prolifération (Boudjadi S et al., 2013; Boudjadi S et al., 2017). Ainsi, il serait intéressant 
de vérifier l’expression d’α1 en condition d’atténuation de l’expression d’α2 chez nos trois 
lignées cellulaires à l’étude et vérifier si cette intégrine compense cette perte, surtout 
considérant l’augmentation de l’activation relative d’ERK1/2 chez les SW480 (section 4). 
 
4. Effets de l’atténuation d’α2 sur la signalisation pro-survie des cellules épithéliales 
intestinales carcinomateuses et implication d’α5β1 
 
 Les intégrines sont des récepteurs de la matrice extracellulaire ne possédant pas 
d’activité enzymatique intrinsèque; elles doivent recruter les kinases Fak et Src afin 
d’engager diverses voies de signalisation. Cependant, les voies de signalisation impliquées 
varient en fonction du tissu, du type cellulaire et bien sûr de l’intégrine (Harburger DS et 
Calderwood DA, 2009). Par exemple, dans une étude portant sur la survie de cellules 
souches mésenchymales sur du collagène de type I, il a été démontré qu’une diminution de 
l’expression d’α2 via shARN cause une diminution de l’activation relative d’ERK1/2 ainsi 
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qu’une forte diminution de celle d’Akt (Popov C et al., 2011). Par ailleurs, une autre étude 
effectuée chez des lignées cellulaires épithéliales de rat, RIE-1 α5-c10 exprimant fortement 
α5β1 et RIE-1 α2-P1 exprimant fortement α2β1, a mis en évidence que seule la lignée 
exprimant fortement α5β1 démontrait une forte activation d’Akt; la lignée RIE-1 α5-c10 
avait été cultivée dans des boîtes de Pétri recouvertes de fibronectine et la lignée RIE-1 α2-
P1, du collagène de type I (Lee JW et Juliano RL, 2002). Dans le même ordre d’idée, une 
autre étude s’intéressant aux cellules épithéliales de côlon mais cette fois humaines et 
cancéreuses, soient utilisant les lignées KM20, KM12C et KML4A, a mis en évidence que 
l’intégrine α5β1 stimulait fortement la voie PI3K/Akt. En effet, l’utilisation d’anticorps 
bloquants dirigés contre α5 induisait notamment chez ces lignées cellulaires une forte 
diminution de l’activation relative d’Akt ainsi qu’une augmentation de l’apoptose (Murillo 
CA et al., 2004). Pour ce qui est d’α2 plus spécifiquement, peu d’études se sont intéressées 
à la signalisation spécifique qu’elle engage; à ce jour, les études portent plutôt sur ses effets 
sur les processus cellulaires généraux puisqu’il s’agit d’une intégrine retrouvée dans de 
nombreux tissus et types cellulaires. Toutefois, chez les lymphocytes T-ALL, il a été 
démontré qu’α2 stimule fortement la voie MAPK/ERK, entre autres pour protéger de 
l’apoptose causée par des agents chimiothérapeutiques (Naci D et al., 2012; Gendron S et 
al., 2003). Tout ceci pris en compte pourrait expliquer les résultats que nous avons obtenus 
au cours de l’étude. En effet, lorsque l’expression d’α2 diminuait chez les cellules Caco-
2/15, nous observions une forte diminution de l’activation relative d’ERK1/2 comme pour 
l’étude chez les lymphocytes T. Par ailleurs, le fait que l’activation relative d’Akt-1 
augmente ou diminue aléatoirement nous laisse croire que d’autres protéines pourraient 
aussi compenser la perte d’α2 et également avoir un effet sur l’activation de ces voies de 
signalisation. Cependant, il est fort possible que l’augmentation de l’activation relative 
d’Akt-1 soit directement due à l’augmentation de l’expression d’α5. Pour Akt-2, son 
activation relative avait tendance à diminuer sans être statistiquement significative, mais il 
serait intéressant de répéter l’expérience avec un siARN plus efficace que celui utilisé ici. 
L’effet sur l’activation d’Akt-2, s’il devait y en avoir un, serait plus prononcé. Pour les 
cellules SW480, la seule différence statistiquement significative provenait d’une 
augmentation de l’activation relative d’ERK1/2 chez les cellules adhérentes, contrairement 
à ce que nous avons observé chez les cellules Caco-2/15. Puisque nous n’avons pas observé 
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de forte augmentation de l’expression d’α5 chez les SW480 adhérentes, nous croyons qu’il 
y pourrait y avoir compensation par une intégrine différente dont l’identité reste à 
déterminer, et qui stimulerait la voie MAPK/ERK. Cependant, malgré le fait que les 
cellules en suspension avaient tendance à surexprimer α5, l’activation relative d’ERK1/2 
n’augmentait pas significativement non plus. En somme, il est possible que l’intégrine α2β1 
n’active pas les mêmes voies de signalisation chez les SW480 que chez les Caco-2/15. 
Finalement, pour les cellules SW620, nous croyons que les effets observés sur l’activation 
relative des kinases à l’étude pourraient être dus à la DOX car nous observons également de 
fortes variations chez les cellules infectées avec le shCNS induit à la DOX; nous préférons 
donc ne pas tirer de conclusions sur ces résultats jusqu’à ce que de nouveaux résultats 
soient produits avec une approche différente afin de les comparer. 
 
5. Implication d‘α2β1 dans la prolifération des cellules épithéliales intestinales 
humaines carcinomateuses indifférenciées  
 
Les intégrines sont reconnues pour agir sur de nombreux processus cellulaires en 
recrutant notamment les kinases Fak et Src qui peuvent engager diverses voies de 
signalisation ayant notamment un impact sur l’adhésion, la survie, la migration mais 
également la prolifération. D’ailleurs, ce dernier processus a souvent été rapporté comme 
étant affecté par l’intégrine α2β1, que ce positivement ou négativement. Notamment, une 
étude effectuée chez les cellules Caco-2, la lignée mère des Caco-2/15, a démontré que 
l’intégrine α2β1 contrôle à elle seule la transition G1/S en signalant via Fak et MAPK/ERK 
ainsi qu’en augmentant l’expression de la cycline D1 lorsque ces cellules sont cultivées en 
présence de collagène de type IV (Honoré S. et al., 2003). Cet effet positif sur la 
prolifération a également été observé chez les cellules endothéliales vasculaires où une 
forte stimulation au VEGF ("vascular endothelial growth factor") l’enclenchait en activant 
la voie des MAP kinases lorsque ces cellules étaient ancrées via les intégrines α1β1 ou 
α2β1 (Senger DR et al., 2002). Au contraire, l’intégrine α2β1 semblerait être plutôt anti-
proliférative chez les fibroblastes affectés par la fibrose pulmonaire idiopathique. En effet, 
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ces cellules expriment un niveau pathologiquement bas de cette intégrine, ce qui leur 
permettrait de proliférer de manière exagérée via l’activation de la voie Wnt/β-caténine 
(Xia H et al., 2012). Dans notre étude préliminaire, il a été impossible de démontrer que 
l’atténuation de l’expression d’α2 par une approche siARN affectait significativement la 
prolifération des cellules Caco-2/15, que ce soit par un essai BrdU ou par une analyse de 
l’expression de la cycline D1. Ce manque de significativité pourrait encore une fois être dû 
au problème d’efficacité du siARN comme ce fut le cas pour les résultats présentés 
précédemment, surtout considérant qu’un effet a déjà été rapporté chez la lignée Caco-2. 
De plus, ce résultat est intrigant considérant la forte baisse de l’activation d’ERK1/2 
rapportée précédemment puisque de nombreuses études établissent des liens entre la 
prolifération et cette voie de signalisation. Il serait donc pertinent de répéter l’expérience 
chez des cellules ayant une meilleure atténuation de la sous-unité, par exemple en 
augmentant le temps d’incubation des cellules d’au moins 24 heures.  
  
Par ailleurs, chez des lignées cancéreuses de côlon, les KM12SM et les RKO, il a été 
démontré que la cadhérine-17 possédait un motif RGD pouvant activer l’intégrine α2β1 par 
un mécanisme encore inconnu. En effet, lorsque cette dernière lie ce motif et le collagène 
IV simultanément, une augmentation de l’activité de Fak et d’ERK1/2 pouvait être 
détectée, menant à une stimulation de la croissance cellulaire (Bartolomé RA (1) et al., 
2014). Une étude subséquente par spectrométrie de masse et de co-immunoprécipitation ont 
permis d’identifier la formation de ce complexe, mais également permis d’identifier 
l’activation de Ras, ERK1/2 et une augmentation de l’expression de la cycline D1, menant 
conséquemment à une augmentation de la prolifération chez ces mêmes lignées cellulaires 
(Bartolomé RA (2) et al., 2014). Puisqu’il ne s’agissait que d’une étude préliminaire, nous 
n’avons pas étudié l’effet de l’atténuation de l’expression d’α2 chez les lignées 
carcinomateuses de côlon exhibant une résistance à l’anoïkose, soient les SW480 et 
SW620. Par contre, il pourrait être intéressant d’effectuer cette étude puisque des effets ont 
déjà été rapportés chez d’autres lignées de cellules carcinomateuses de côlon. Pour notre 
étude, alors que nous avons observé une forte diminution de l’activation d’ERK/2 chez les 
cellules Caco-2/15, celle-ci ne s’est pas reflétée significativement sur leur prolifération ni 
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par l’essai BrdU, ni par l’analyse en Western blot de l’expression de la cycline D1. Par 
ailleurs, puisqu’il ne s’agissait que d’une étude préliminaire, nous ne nous sommes pas 
encore intéressés au rôle d’α2β1 chez les cellules SW480 et les SW620. En résumé, alors 
qu’α2β1 a un rôle dans la prolifération de plusieurs lignées cellulaires différentes, notre 






En conclusion, la présente étude a porté sur les rôles de l’intégrine α2β1 sur la survie 
cellulaire et la suppression de l’anoïkose chez les entérocytes indifférenciés et de 
l’évolution de ces rôles au cours de la progression du cancer colorectal. Premièrement, nous 
avons déterminé l’expression relative d’α2 chez différentes lignées cellulaires épithéliales 
intestinales et sélectionné les lignées nous permettant d’établir une ligne du temps de la 
progression du cancer en fonction de la résistance des cellules à l’anoïkose, la mort 
cellulaire médiée par les intégrines. Une fois les lignées sélectionnées, nous avons 
développé des modèles cellulaires où l’expression d’α2 était atténuée. Ceci nous a permis 
de postuler que la DOX pouvait potentiellement inhiber indirectement la machinerie de 
maturation des shARNs chez deux de nos lignées via une inactivation d’ERK1/2. Ainsi, 
nous avons utilisé des siARNs dans ces lignées et des shARNs inductibles à la DOX pour 
les cellules qui n’y étaient pas sensibles. Deuxièmement, nous nous sommes intéressés à 
l’activation de la CASP-3 lorsque l’expression d’α2 était atténuée. Les données obtenues 
suggèrent que chez les cellules carcinomateuses indifférenciées, l’activité de la CASP-3 
augmenterait uniquement lorsque l’atténuation est supérieure à 50%, mais ne changerait pas 
en-deçà de cette limite. Toutefois, pour les cellules cancéreuses, les données ne suggèrent 
pas qu’il y ait une augmentation notable de l’activité de la CASP-3 autant chez les cellules 
adhérentes que les cellules en suspension. Troisièmement, nous avons évalué l’expression 
de l’intégrine la plus susceptible de compenser la perte d’α2, soit α5β1, et nous avons 
conclu qu’elle était bien surexprimée chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées quand 
l’expression d’α2 est diminuée à plus de 50%, mais pas significativement chez les lignées 
SW480 et SW620. Cependant, il est possible que d’autres intégrines compensent aussi pour 
la perte d’α2. Quatrièmement, nous avons étudié l’activation des voies de survie par des 
analyses Western blot. Ces analyses nous ont permis de conclure que l’intégrine α2β1 
signale via la voie MAPK/ERK chez les Caco-2/15 indifférenciées, mais pas chez les 
SW480 et SW620. Puisqu’il avait été démontré précédemment au laboratoire que la voie 
MAPK/ERK n’était pas nécessaire à la survie des cellules entérocytaires indifférenciées, le 
fait que l’intégrine α2β1 signale principalement via cette voie expliquerait pourquoi 
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l’atténuation d’α2 n’a pas eu d’effet majeur sur l’activation de la CASP-3, et donc sur la 
survie cellulaire. Chez la lignée intermédiaire, les SW480, nous observons plutôt une 
augmentation de son activation relative en absence d’α2; ceci est probablement dû à de la 
compensation par une autre intégrine qu’α5 puisque son expression n’augmentait pas 
significativement. Pour la lignée fortement résistante à l’anoïkose, les SW620, nous 
n’avons malheureusement pas pu tirer de conclusions sur la signalisation d’α2β1 à cause 
des effets potentiels causés par la DOX. Pour ce qui est d’Akt-1 et d’Akt-2, nos données ne 
nous ont pas permis de tirer des conclusions chez aucune des trois lignées cellulaires. 
Finalement, nous avons évalué le rôle d’α2β1 dans la prolifération des cellules Caco-2/15 
indifférenciées mais les résultats obtenus ne permettaient pas d’établir de lien fonctionnel.  
 
En perspective, pour comprendre davantage le rôle d’α2 chez les entérocytes, il serait 
intéressant d’effectuer des analyses phosphoprotéomiques et protéomiques combinées à une 
immunoprécipitation d’α2 afin d’avoir une idée plus globale de son rôle chez les 
entérocytes humains, mais surtout pour voir son impact sur d’autres protéines impliquées 
dans l’apoptose, comme les homologues Bcl-2. De plus, ces analyses permettraient une 
meilleure compréhension de la compensation engendrée par la perte d’α2 puisqu’il est 
difficile de prédire quelles protéines pourraient être impliquées; il pourrait s’agir d’une ou 
plusieurs autres intégrines, ou même d’un autre récepteur d’une autre famille. En effet, il 
est important de considérer que les intégrines et les RTKs peuvent communiquer et 
s’activer entre eux également. Par ailleurs, vu la coopération probable entre les intégrines 
α2β1 et α5β1, il serait très intéressant d’atténuer l’expression d’α5 simultanément avec α2 
pour voir l’impact direct sur la mort cellulaire sans possibilité de compensation entre elles. 
Bien sûr, il serait également intéressant de confirmer à l’aide de tests fonctionnels qu’il y a 
bel et bien compensation entre ces deux intégrines. Dans le même ordre d’idée, 
l’expression d’α1 serait un autre élément pertinent à vérifier pour poursuivre l’étude de la 
compensation. Il serait également intéressant d’étudier l’implication des kinases Fak et Src 
comme intermédiaires dans la signalisation engagée par α2β1. En effet, le laboratoire a 
démontré précédemment que la voie PI3K/Akt était activée via Src chez les entérocytes 
indifférenciés mais que ce n’était pas le cas chez les entérocytes différenciés. Puisque nous 
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avons désormais démontré qu’α2β1 engageait la voie MAPK/ERK chez les entérocytes 
indifférenciés, il serait intéressant de confirmer si une telle activation préférentielle par Fak 
ou Src avait lieu pour cette voie également. Finalement, l’étude des lignées cancéreuses 
exhibant une résistance à l’anoïkose n’ayant pas été très fructueuse, il serait intéressant 
d’étudier l’implication d’α2β1 dans la survie d’une autre lignée cellulaire cancéreuse 
exprimant plus fortement cette intégrine, telle que la lignée HT29. Ainsi, l’impact de 
l’atténuation d’α2 de plus que la compensation potentielle par α5 serait probablement plus 
marqués, notamment puisque cette lignée n’exprime que faiblement la sous-unité α5. 
Sinon, il serait intéressant de surexprimer α2 chez les lignées SW480 et SW620 et de voir 
l’impact sur leur résistance à l’anoïkose ainsi que sur l’activation des voies MAPK/ERK et 
PI3K/Akt. 
 
 De manière générale, ces données permettraient d’ajouter des pièces au casse-tête 
qu’est la signalisation intracellulaire engendrée par les intégrines. Spécifiquement, ces 
études supplémentaires permettraient de comprendre comment les cellules cancéreuses 
colorectales peuvent acquérir la résistance à l’anoïkose, une caractéristique requise à la 
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